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La vía de señalización de Hedgehog (Hh) es de crucial importancia en el desarrollo de 
numerosos organismos, estando fuertemente conservada desde Drosophila hasta humanos. Alteraciones 
en la vía han sido relacionadas con diversas patologías, estando su desregulación implicada en 
diferentes tipos de cáncer. Hh actúa como un morfógeno desencadenando distintas respuestas en 
función del gradiente de concentración que reciben las células. Una de las cuestiones más interesantes 
en biología del desarrollo es conocer cómo se establecen los gradientes morfogenéticos, ya que estos 
son los que determinan el grado de respuesta de la célula ante una determinada señal. En esta Tesis 
Doctoral se ha empleado el disco imaginal de ala de Drosophila melanogaster como modelo de estudio 
ya que esta estructura de carácter epitelial constituye un paradigma en el estudio de los mecanismos de 
señalización celular durante el desarrollo.  
El primer objetivo de esta Tesis Doctoral fue intentar entender cómo las distintas proteínas 
presentes, tanto en la membrana plasmática de las células productoras de Hh, como en la matriz 
extracelular (MEC) participan en el establecimiento del gradiente morfogenético de Hh. Los resultados 
obtenidos demuestran que las interacciones de Hh con las proteínas transmembrana de la familia de las 
inmunoglobulinas Ihog y Boi, con el glipicano Dally y con el factor difusible DmWif son esenciales para la 
correcta formación del gradiente de Hh. En líneas generales se puede concluir que Ihog, Boi y Dally 
favorecen la retención de Hh en las células productoras, mientras que DmWif contrarresta este efecto 
favoreciendo su movilidad o liberación. La interacción entre estas proteínas en la estequiometria 
apropiada establece la formación precisa del gradiente de Hh. Por otro lado, basándonos en nuestra 
hipótesis de que el gradiente de Hh se forma a través de la parte basolateral del epitelio del disco de ala 
se sugiere que, para la correcta secreción, la proteína Hh que se externaliza en la parte apical del epitelio 
se retiene por Dally y Boi, lo que promueve su reinternalización para salir a continuación por la parte 
basolateral del epitelio.  
En la segunda parte de esta Tesis Doctoral se estudió la divergencia funcional existente entre las 
proteínas Wif-1 de Drosophila (DmWif) y humana (WIF1). Pese a la gran conservación evolutiva entre 
ambas proteínas, la primera participa como un factor esencial dentro de la vía de Hh, mientras que la 
humana se ha caracterizado como un represor de la vía de Wnt. Ambas formas están constituidas por un 
dominio WIF (WD) y por cinco repeticiones de dominios EGF. Mediante la generación de proteínas 
quiméricas que intercambiaban los dominios de las formas humana y de Drosophila, se analizó la función 
de dichos dominios durante el desarrollo del ala. Se observó que mientras que el WD es el responsable 
de la discriminación entre Hh o Wnt, los EGFs parecen ser importantes para la interacción de estas 
proteínas con los glipicanos Dally y Dally-like. A pesar de ello, los resultados parecen concordar con la 
hipótesis de que el sinergismo entre WD y EGFs daría lugar a la conformación estructural necesaria para 






The Hedgehog (Hh) signaling pathway plays a crucial role in development of numerous organisms, 
being extremely conserved from Drosophila to humans. Disruptions in the pathway give rise to a variety of 
congenital disorders while its upregulation is implicated in different types of cancer. One of the most 
interesting issues in developmental biology is how the morphogenetic gradients are established, because 
these gradients define the response of receiving cells to different levels of a specific signal. In this 
Doctoral Thesis the Drosophila melanogaster wing imaginal disc was employed as a model system 
because this epithelial structure is a paradigm in the study of morphogenetic signals. 
The first goal of this work was to have a better knowledge of how transmembrane and ECM (Extra 
cellular matrix) proteins participate in Hh gradient formation. Our results show that interaction between Hh, 
the immunoglobulin-like proteins Ihog and Boi, the glypican Dally and the diffusible factor DmWif is 
essential for a proper Hh gradient formation. We conclude that Ihog, Boi and Dally act to promote Hh 
retention while DmWif counteracts this effect favoring its motility. Therefore, equilibrium between all these 
factors has to exist to regulate the gradient in a precise manner. In addition, based on our hypothesis that 
Hh gradient is formed through the basolateral part of the disc epithelium, we suggest that an apical Hh 
retention promoted by Dally and Boi would facilitate a recycling process previous to Hh basolateral 
release. 
In the second part of this Thesis, we analyzed the functional divergence between Drosophila 
(DmWif) and human (WIF1) Wif-1 proteins. Despite the high evolutionary conservation between these 
proteins, the first one is implicated in Hh signaling pathway, while the second one has been described as 
an antagonist of Wnt signaling. Both, DmWif and WIF1, contain a WIF domain (WD) and five EGF 
repetitions. The analysis of the behavior of the chimeric proteins made by exchanging the WD and EGF 
domains demonstrates that the WD determines the specificity for Hh or Wnt. We also demonstrate that 
the EGFs are important for the interaction of Wif-1 proteins with the glypicans Dally and Dally-lyke. 
Nonetheless, the results of this work support the idea of a synergism between WD and EGF that give rise 
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En Drosophila, los genes se escriben en minúscula y en cursiva, por ejemplo: interference 
hedgehog. La abreviatura del gen se anota entre paréntesis la primera vez que aparece en el texto y se 
usa a partir de entonces, por ejemplo: interference hedgehog (ihog). Las proteínas se escriben con la 
primera letra en mayúscula, por ejemplo: Ihog. Para genes y proteínas de otros organismos se utiliza la 
nomenclatura correspondiente para cada caso. 
Los discos imaginales se orientan con el compartimento posterior (P) a la derecha y el anterior (A) 
a la izquierda, el compartimento dorsal (D) abajo y el ventral (V) arriba. Las alas se orientan con el 
compartimento A arriba y el P abajo, la parte proximal a la izquierda y la distal a la derecha.
 
A: Anterior 
ADAMs: A Disintegrin And    
Metaloproteinases 
Ap: Apterous 
Apc: Adenomatosis poliposis coli 
Arm: Armadillo 
BMP: Bone Morphogenetic Protein 
BOC: Brother Of Cdo 
Boi: Brother of Ihog 
Botv: Brother of Tout-velu 
CDO: Cell adhesion molecule Down-regulated 
by Oncogenes 
CFP: Cyan Fluorescence Protein 
Ci: Cubitus interruptus 
CK1: Caseína Quinasa 1 
Col: Collier 
Cos2: Costal 2 
D: Dorsal 
Dally: Division abnormally delayed 
Dbx: Developing brain homeobox 












EGF: Epidermal Growth Factor 
Ehh: Echidna hedgehog 
En: Engrailed 
EXT: Exotoxinas 
FGF: Fibroblast Growth Factor 




FRT: Flipase Recombination Targets 
Fu: Fused 
GAS1: Growht Arrest Specific 1 
GFP: Green Fluorescence Protein 
GLI: GLIoma associated oncogen 
GPI: Glicosil Fosfatidil Inositol 
GSK3b: Glucógeno Sintasa Quinasa 3β 
GST: Glutation-S-Transferasa 
Hh: Hedgehog 
HHAT: Hedgehog Acil-Transferasa 
HhC85S: forma mutante de Hh con colesterol 






HhN: forma mutante de Hh sin colesterol y con 
ácido palmítico 
HhNp: forma procesada de Hh con las 
adiciones del colesterol y del ácido palmítico 
HSC: Hedgehog Signalling Complex 
HSPGs: Heparán Sulfato ProteoGlicanos 
Ig: Inmunoglobulina 
Ihh: Indian hedgehog 
Ihog: Interference Hedgehog 
IPTG: IsoPropil-β-D-1-TioGalactopiranósido 
Iro: Iroquois  
JAK/STAT: Janus Kinase / Signal Transducer 
and Activator of Transcription 
LRP: LDL Receptor Protein 
M3: Medio de cultivo específico para células 
de insectos 
MEC: Matriz Extra Celular 
Nkx: Nk homeobox 
NTDm-WDHs-EGFDm: WD humano y EGF de 
Drosophila 
NTDm-WDDm-EGFHs: WD de Drosophila y 
EGF humanos 
NTHs-WDDm-EGFHs: NT humano, WD de 
Drosophila y EGF humanos 
Omb: Optomotor blind 
P: Posterior 
Pax: PAired boX 
PBS: Phosphate Buffered Saline 
PBT: Phosphate Buffered Saline-Triton 
PKA: Proteína quinasa A 
PP1, 2A y 4: Proteínas fosfatasa 1, 2A y 4 
Ptc: Patched 
Qhh: Qiqihar hedgehog 
RFP: Red Fluorescence Protein 
Rho: Rhomboid 
RNAi: RNA de interferencia 
RND: Resistance-Nodulation-Division 






Shh: Sonic hedgehog 
Shi: Shibire 
siRNA: small interference RNA 
Ski: Skinny hedgehog 
Smo: Smoothened 
SNC: Sistema Nervioso Central 
SOE-PCR: Splicing by Overlapping Extension-
PCR 
Sotv: Sister of Tout-velu 
SSD: Sterol Sensing Domain 
SFRP: Secreted Frizzled Related Protein 
STE: Sodium chloride-Tris-EDTA 
SuFu: Supresor of Fused 
TGF-β: Transforming Growth Factor β 
Trol: Terrible reduced optic lobes 
Ttv: Tout-velu 
Tub: Tubulina 
Twhh: Tiggy winkle hedgehog 
UAS: Upstream Activating Sequence 
V: Ventral 
Vg: Vestigial 
WD: WIF Domain 
Wg: Wingless 
WIF: Wnt inhibitor factor 
YFP: Yellow Fluorescence Protein 
ZPA: Zone of Polarizing Activity






En la construcción de un organismo multicelular complejo se requiere que a partir de una única 
célula se genere toda la variedad de tejidos presentes en el adulto. Es crucial que durante el desarrollo 
las células reciban señales instructivas que tendrán que interpretar adecuadamente para dar lugar a los 
distintos destinos celulares. Para que esto suceda es necesaria una comunicación intercelular muy 
coordinada. Las células son capaces de emitir diferentes señales que servirán a otras células para 
responder de manera diferencial. Conocer cómo se produce esta comunicación es esencial para 
entender de manera precisa los mecanismos que rigen el desarrollo de un organismo. 
Los morfógenos son esenciales para la formación de las distintas estructuras durante el desarrollo. 
Gracias a estas moléculas se pueden generar respuestas específicas en las diferentes células receptoras 
que son dependientes de la concentración de señal que reciben y que coordinadas las unas con las otras 
darán lugar a un correcto patrón de desarrollo. Para que den lugar a una correcta señalización es 
necesario que los gradientes morfogenéticos estén finamente regulados. La desregulación de la actividad 
de estos morfógenos desencadenará por tanto anomalías durante el desarrollo. Como estas señales 
morfogenéticas tienen también una función en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos durante 
la vida adulta, su desregulación provoca desordenes proliferativos que pueden dar lugar a diferentes 
tipos de cánceres. El entender cómo se establece la distribución y cómo se da la interpretación de los 
distintos morfógenos es por tanto de crucial interés. 
Uno de los morfógenos que participan más activamente en el desarrollo es Hedgehog (Hh). La vía 
de señalización de Hh está altamente conservada a lo largo de la evolución y está fuertemente implicada 
en el desarrollo de diferentes estructuras y en la homeostasis celular en el adulto. En esta Tesis Doctoral, 
usando Drosophila melanogaster como organismo modelo, se estudia cómo se establece de manera 
controlada el gradiente morfogenético de Hh en el epitelio del disco imaginal de ala, a través de su 
interacción con distintas proteínas. Así mismo se analiza la divergencia funcional existente entre los 
ortólogos de Drosophila y humano de una de esas proteínas, DmWif. 
 
Organizadores y morfógenos 
Existen ciertos grupos de células con capacidad de organizar el desarrollo de células adyacentes. La 
presencia de dichos “organizadores” fue demostrada por primera vez en embriones de anfibios 
(Spemann y Mangold, 1924) y más tarde ratificada en embriones de pollo (Saunders y Gasseling, 1968). 
Spemann y Mangold demostraron que de todos los tejidos presentes en la gástrula temprana de 
anfibios, sólo uno tenía determinado su destino. Se trataba en concreto del labio dorsal del blastoporo, 
tejido derivado del citoplasma de una región denominada media luna gris. Si trasplantaban esta región de 
un embrión a otro se originaba en el embrión huésped un eje antero/posterior extra formado por un tubo 





El desarrollo del ala de un pollo comienza en un primordio del tronco que va creciendo a lo largo de 
un eje próximo/distal, en dirección perpendicular al eje antero/posterior del embrión. Los experimentos de 
Saunders se basaron en trasplantar una porción de tejido de la región posterior de ese primordio a la 
región anterior del primordio de otro embrión. Lo que obtuvo fue la duplicación de los dígitos en imagen 
especular con respecto al eje antero-posterior de la extremidad (Fig. 1B). Por tanto, esto constituía una 
región organizadora equivalente a la observada por Spemann y Mangold anteriormente. A esta región se 
la denominó zona de actividad polarizante (ZPA). 
 
Figura 1. Organizadores 
morfogenéticos. A) Esquema 
del experimento de Spemann y  
Mangold. Al transplantar el labio 
dorsal del blastoporo de un 
embrión de anfibio a otro embrión 
huésped se genera un eje 
antero/posterior extra y como 
consecuencia se generan dos 
embriones unidos. B) Esquema 
del desarrollo normal de un ala 
de pollo (imagen superior). A 
partir del primordio del ala (ZPA) 
se generan, en el eje 
próximo/distal (perpendicular al 
eje antero/posterior del embrión), 
los huesos que al final del desarrollo formarán el estilopodio, pseudopodio y autopodio. A partir de este último se 
diferencian los tres dígitos. Saunders realizó el transplante del primordio de ala a la región anterior de un primordio 
receptor (imagen inferior). Se generaba así una duplicación de los dígitos en imagen especular debido a la 
presencia de una nueva ZPA. Adaptado de Tickle, 2000.  
 
El modelo de información posicional de Wolpert (1969) permitió explicar cómo una célula puede 
adoptar un destino concreto en función de la posición que ocupa en un tejido. Según este modelo una 
célula recibiría en primer lugar una información posicional en función de la distancia que la separa de uno 
o varios centros organizadores. Estos centros organizadores se definen como territorios discretos, desde 
donde se emiten señales que coordinan el crecimiento del resto del tejido en los ejes antero/posterior, 
dorso/ventral y próximo/distal. Una vez recibidas estas señales las células adoptarían un destino 
concreto en función de su capacidad de responder a las mismas. Se establecería así una comunicación 
intercelular que le permite a la célula “conocer” su posición dentro del tejido. En este proceso se 
requieren la presencia de señales: moléculas presentadas en la superficie del organizador o secretadas 
por éste (ligandos), que podrán ser interpretadas por otras moléculas específicas para dicha señal 
(receptores).  
Una manera de llevar a cabo esa interpretación es mediante la formación de un gradiente de 
concentración de un morfógeno. Un morfógeno se puede definir como aquella molécula señalizadora y 





serie de células receptoras e inducir más de dos respuestas distintas en función de su concentración. A 
altas concentraciones de morfógeno se desencadenará la expresión de ciertos genes diana (dianas de 
altos niveles), mientras que a bajas concentraciones se desencadenará la expresión de las dianas de 
bajos niveles. Las respuestas de las células receptoras dependerán por tanto de la posición que ocupen 
éstas con respecto a la fuente del morfógeno. En este modelo sería necesaria la presencia de una 
fuente, células productoras del morfógeno, y de un sumidero, mecanismos de degradación del 
morfógeno (Wolpert, 1969; Tabata y Takei, 2004). 
 
Drosophila como organismo modelo 
Desde que se empezó a utilizar como modelo, Drosophila melanogaster ha sido una herramienta 
excepcional en los campos de la genética, la biología celular y la biología del desarrollo. Su fácil 
mantenimiento, su ciclo de vida corto, la numerosa progenie que produce y el gran conocimiento de su 
genética, han hecho de Drosophila un organismo clave para el avance del conocimiento en biología en 
las últimas décadas. 
Figura 2. A) Ciclo de vida de Drosophila melanogaster en el que se muestran las distintas etapas de su desarrollo. 
Adaptado de FlyMove. B) Correspondencia entre discos imaginales en la larva y las estructuras a las que dan 
lugar en el adulto tras la metamorfosis. Adaptado de www.mun.ca. 
 
Drosophila melanogaster es un insecto holometábolo cuyo ciclo vital se puede dividir en cuatro 
etapas: embrión, larva, pupa y adulto. Tras la puesta, el huevo fecundado o cigoto da lugar a un embrión 
que aproximadamente 24 horas después formará una larva que se alimentará y crecerá. Existen tres 
estadios larvarios (larva I, II y III). Llegado el momento las larvas en estadio III dejarán de comer y se 
producirá la pupación (120 horas después de la puesta) en la que la cutícula larvaria se endurece dando 
lugar al pupario. En los siguientes cuatro días tiene lugar la metamorfosis como consecuencia de la 
degeneración de los tejidos larvarios y la formación de los nuevos tejidos del adulto. Finalmente, unos 





En la larva se desarrollan los discos imaginales, que son pseudoepitelios larvarios que proceden de 
grupos celulares determinados en la embriogénesis y que se segregan de la epidermis del embrión. 
Todas las estructuras cuticulares del adulto proceden de estos discos imaginales. Existen ocho pares de 
discos imaginales más un disco genital que dan lugar tras la metamorfosis a: cabeza, tórax-alas, 
halterios, patas y genitalia-analia. El abdomen del adulto tiene un origen distinto, ya que procede de 
histoblastos epidérmicos desarrollados durante la pupación (Fig. 2B). 
El disco imaginal de ala es un paradigma en el estudio de morfógenos. Es una estructura con forma 
de saco constituida por un epitelio columnar pseudoestratificado (disco propio) y un epitelio escamoso 
(membrana peripodial) separados ambos por un lumen. Las células del disco propio están polarizadas 
quedando la parte apical mirando al lumen. A partir de regiones concretas de este epitelio: wing pouch, 
hinge y body wall se formarán en el adulto el ala, la axila y una región del tórax denominada nótum, 










Figura 3. Esquema de disco imaginal de ala, de tercer estadio larvario. A) Las flechas representan el punto de 
separación entre los tejidos presuntivos de ala y nótum. B) En la figura se muestran los cuatro compartimentos en 
los que se divide el disco de ala: Anterior (A), Posterior (P), Dorsal (D), Ventral (V). C) Corte ortogonal del disco de 
ala en el que destacan la membrana peripodial y el epitelio columnar. Adaptado de Butler et al., 2003. 
 
El disco se encuentra dividido en compartimentos constituidos por distintas poblaciones celulares. 
Por un lado está el borde antero/posterior, que divide el disco en los compartimentos anterior (A) y 
posterior (P), y por otro lado el borde dorso/ventral que lo divide en los compartimentos dorsal (D) y 
ventral (V) (Fig. 3B). Las diferentes poblaciones de células que componen los distintas partes del disco 
se rigen por la teoría de los compartimentos, que se formuló en los años 70 usando precisamente el 
disco imaginal de ala (Garcia-Bellido et al., 1973). Según esta teoría los distintos compartimentos 
estarían formados por células que comparten una serie de características de afinidad y que excluyen a 
células de otras poblaciones. Entre compartimentos se generan bordes de restricción de linaje, 
creándose barreras que impiden que células de distintas poblaciones puedan mezclarse.  La identidad de 
un compartimento viene definida genéticamente bien por la expresión o bien por la ausencia de un gen 





formación del borde de restricción de linaje. La importancia de este fenómeno radica en que los bordes 
de compartimento constituyen los organizadores morfogenéticos. Las células de un compartimento 
mandan una señal de corto alcance que sólo puede ser recibida por las células del borde del 
compartimento adyacente. Esto desencadena la secreción del morfógeno por parte de las células del 
borde y se genera así el organizador morfogenético. Éste mantendrá su integridad espacial gracias a la 
restricción de linaje. 
En el disco imaginal de ala el gen selector engrailed (en) mantiene la identidad del compartimento P. 
Este gen codifica para un factor de transcripción con un homeodominio. Las células del compartimento P 
secretan Hh que actuando como morfógeno de corto alcance señaliza en las células del compartimento A 
siendo responsable esta señalización de la formación del patrón central del ala. La señalización de Hh 
además establece el borde A/P. Hh, en el borde A/P en el disco imaginal de ala, señaliza entre las dos 
poblaciones de células para generar un centro organizador. Así, Hh induce la expresión de 
Decapentaplegic (Dpp), molécula secretable perteneciente a la familia TGF-β (Factor transformante del 
crecimiento-β), en una estrecha banda de células adyacentes al borde A/P (Basler y Struhl, 1994; 
Capdevila y Guerrero, 1994; Tabata y Kornberg, 1994). Dpp está implicado en procesos de proliferación 
celular y en humanos se ha relacionado con procesos tumorales (Padgett et al., 1987; Gelbart, 1989; 
Massague y Chen, 2000). Dpp difunde a ambos lados del borde A/P actuando como un morfógeno de 
largo alcance (cuarenta diámetros celulares) constituyendo un organizador morfogenético. Se activa así 
la expresión de diferentes genes diana (spalt (sal), optomotor blind (omb)) lo que provoca el crecimiento 
del ala en el eje A/P más allá de la región central de la misma.  
En cuanto al borde D/V, la identidad de los compartimentos que separa viene definida por la 
expresión del gen apterous (ap) en las células del compartimento D. La pérdida de en o ap en células 
determinadas provoca que éstas cambien su destino de P a A y de D a V respectivamente. En el 
compartimento V ap induce la expresión de Fringe que activa la vía de Notch, estableciéndose otro 
centro organizador. Notch actúa como morfógeno de corto alcance señalizando para que las células a 
ambos lados del borde D/V secreten el morfógeno Wingless (Wg) que activa las dianas achaete, vestigial 
(vg) o distalless (dll) siendo responsable esta señalización del patrón D/V del ala que dará lugar a la 
formación del margen en el ala adulta. 
Por tanto son los morfógenos Dpp y Wg los que secretados desde los centros organizadores 
generados en los bordes A/P y D/V respectivamente, definen la formación del ala de Drosophila (Blair, 
1995; Brook et al., 1996). 
 
Hedgehog como morfógeno 
Hh posee una gran importancia en procesos morfogenéticos tanto en Drosophila como en 





surgió en el ancestro común entre los cnidarios y los bilateria hace unos 650 millones de años (Ingham et 
al., 2011). La mayoría de los organismos bilaterales poseen al menos una copia del gen, pero hay casos 
en los que se encuentran varias copias debido a eventos de duplicación génica que se han dado a lo 
largo de la evolución.  
La vía de señalización de Hh tiene un papel fundamental tanto durante el desarrollo como en el 
mantenimiento de poblaciones celulares adultas. Alteraciones en esta vía dan lugar a diversas patologías 
en el desarrollo como la holoprosencefalia y la polidactilia. Además se ha relacionado la desregulación de 
la vía con distintos tipos de cáncer en humanos (Mullor et al., 2002). 
Hh se describió en Drosophila como un gen implicado en la segmentación del embrión (Nusslein-
Volhard y Wieschaus, 1980). Además de mantener la afinidad de los bordes de compartimento (Blair y 
Ralston, 1997; Rodriguez y Basler, 1997), posteriormente se vio que también era requerido para el 
desarrollo de los discos imaginales, que como ya se ha mencionado anteriormente, son estructuras 
larvarias que darán lugar a la mayor parte de estructuras adultas de la mosca tras la metamorfosis. En 
concreto en Drosophila, Hh está implicado en el desarrollo del disco de ala (Basler y Struhl, 1994; Tabata 
y Kornberg, 1994; Mullor et al., 1997; Strigini y Cohen, 1997), disco de pata (Diaz-Benjumea et al., 1994), 
disco de ojo/antena (Dominguez, 1999) y disco genital (Gorfinkiel et al., 2003). Además Hh determina el 
desarrollo del abdomen durante la metamorfosis (Struhl et al., 1997). Existen otros muchos procesos 
morfogenéticos en los que Hh tiene una función importante como es la migración de células germinales 
en el embrión (Deshpande et al., 2001), el mantenimiento de las células germinales en el ovario (Rojas-
Rios et al., 2012), la regulación de la proliferación de neuroblastos (Park et al., 2003) o el desarrollo 




por parte de Hh 
del patrón de 
segmentación 
del embrión de 
Drosophila. A) 
Patrón segmental de una larva wild type en estadio I. En la cutícula se alternan regiones de dentículos y regiones 
desnudas. B) En una larva mutante para hh se pierde el patrón segmental y toda la cutícula está cubierta por 
dentículos. Adaptado de Nussleus-Volhard y Wieschaus, 1980. 
 
En vertebrados se han identificado 6 miembros distintos que codifican para proteínas de la familia 
Hedgehog: Desert hedgehog (Dhh), Indian hedgehog (Ihh) y Sonic Hedgehog (Shh) en mamíferos y 
aves, a los que hay que añadir Tiggy winkle hedgehog (Twhh), Echidna hedgehog (Ehh) y Qiqihar 
hedgehog (Qhh) en peces, siendo Dhh el más cercano evolutivamente a la proteína de Drosophila. 
Shh es el miembro de la familia más estudiado en vertebrados estando implicado muy fuertemente 





del tubo neural del embrión, lo que resulta en el establecimiento de su patrón D/V (Jessell, 2000; Marti y 
Bovolenta, 2002). En el tubo neural Shh también promueve la proliferación y la supervivencia celular a 
través de la regulación del ciclo celular y de la expresión de genes anti-apoptóticos (Cayuso et al., 2006). 
Además también está implicado en el crecimiento del neocórtex, cerebelo y téctum (Dahmane et al., 
2001; Ahn y Joyner, 2005), en guía axonal (Charron et al., 2003; Bourikas et al., 2005) y en el 
mantenimiento de nichos de células madre en el adulto (Lai et al., 2003; Palma et al., 2005). Fuera del 
SNC interviene en la actividad polarizante de la ZPA en el desarrollo de los dígitos de las extremidades 
(Riddle et al., 1993; Yang et al., 1997; Dudley et al., 2002) y es el responsable de la asimetría lateral del 
plan corporal (Levin et al., 1995; Zhang et al., 2001). Además participa en la organogénesis del corazón, 
vasos sanguíneos, gónadas, intestino, riñón, pulmones, páncreas, hueso, cartílago, pelo, ojo, músculo y 
dientes (McMahon et al., 2003). 
 
Papel de Hh en la segmentación embrionaria en Drosophila 
Como se ha comentado el gen hh fue descrito por primera vez en Drosophila (Nusslein-Volhard y 
Wieschaus, 1980), en un screening en el que se caracterizó como fundamental para la segmentación del 
embrión. Mutantes para hh mostraban alteraciones muy fuertes en la formación de los segmentos 
embrionarios (Nusslein-Volhard y Wieschaus, 1980; Lee et al., 1992; Tabata et al., 1992). En concreto 
estos mutantes presentaban una alteración en la disposición de los cinturones de dentículos que cubren 
la cutícula larvaria. En una larva wild type cada segmento viene definido por un territorio de cutícula con 
dentículos y otro de cutícula desnuda. En los mutantes hh las cutículas estaban cubiertas por completo 
de estos dentículos, todos con la misma morfología, lo que indicaba que todas las células habían 
adquirido la misma información posicional (Mohler, 1988) (Fig. 4). 
Cuando en 1992 se clonó Hh por primera vez, se demostró que se trataba de una molécula 
secretable, y que se expresaba en el compartimento P de cada segmento (Lee et al., 1992; Tabata et al., 
1992). En lo que se refiere a la especificación del patrón de dentículos de la larva, se observó que las 
dos líneas de células más posteriores de cada segmento expresaban En, lo que determina la expresión 
de Hh en las mismas. Hh es secretado por estas células y difunde induciendo la activación de patched 
(ptc) y wg en una línea celular en el compartimento A del mismo segmento. La expresión de Wg reprime 
la formación de dentículos generando una cutícula desnuda. Por otro lado Hh también difunde hacia el 
compartimento A del segmento posterior induciendo la expresión de rhomboid (rho) y ptc en 1-2 líneas 
celulares. Rho induce a su vez la señalización a través de EGF, permitiendo la diferenciación de los 
dentículos 1-4. Además, Hh y Wg reprimen la expresión de serrate (ser) y la restringen a tres filas de 
células posteriores a las que expresan rho. Ser induce la expresión de Rho en las células adyacentes 






Hh en el desarrollo del ala en Drosophila 
En la formación del patrón del ala, Hh tiene una doble función. Por un lado la de inducir la expresión 
del morfógeno Dpp y por otro la de actuar como morfógeno por si mismo. Las células del compartimento 
P del disco imaginal de ala expresan Hh, que tras llegar al compartimento A induce la expresión de 
distintos genes diana: en, ptc, collier (col), dpp y el complejo iroquois (iro) en una forma dependiente de 
concentración. La presencia de Hh en las células del compartimento A desencadena la presencia de la 
forma activa del factor de transcripción Cubitus interruptus (Ci), que es detectado en un rango de unos 
10-15 diámetros celulares (Ingham y McMahon, 2001). La señalización mediada por Hh da lugar a la 
formación del patrón central del ala de Drosophila, región comprendida entre las venas L3 y L4 y de la 
vena posterior L4 (por la activación del gen vein) (Mullor et al., 1997; Vervoort et al., 1999; Mohler et al., 
2000; Crozatier et al., 2002). A su vez, Dpp activado por Hh difunde a ambos lados del borde A/P 
actuando como morfógeno de largo alcance siendo responsable del crecimiento del ala en el eje A/P 
(Capdevila y Guerrero, 1994; Zecca et al., 1995; Lecuit et al., 1996; Nellen et al., 1996; Tabata y Takei, 
2004). 
 
Hh en la especificación D/V del tubo neural en vertebrados 
Shh es expresado por la notocorda y su acción especifica la formación de la placa del suelo (floor 
plate), en la región ventral media del tubo neural. Las células de la placa del suelo también expresan Shh 
en forma de gradiente lo que da lugar a la especificación D/V de los distintos tipos celulares de esta zona 
del tubo neural (Jessell, 2000; Marti y Bovolenta, 2002; Fuccillo et al., 2006). La señalización de Shh lleva 
a la expresión de los factores de transcripción GLI1, GLI2 y GLI3 (Lei et al., 2004), que ejercen una 
función represora o activadora sobre los factores de transcripción con homeodominio de clase I (Pax6, 
Pax7, Irx3 y Dbx1/2) y II (Nkx2.2 y Nkx6.1), respectivamente. Es la distinta combinación de la expresión 
de estos genes la que da lugar a la especificación de las células ventrales. 
 
Función de Hh en la ZPA en extremidades de vertebrados 
En los vertebrados la polaridad antero/posterior está dirigida por el organizador morfogenético 
denominado ZPA. Este organizador es una fuente de Shh (Riddle et al., 1993). La expresión ectópica de 
Shh induce duplicaciones de dígitos a modo de imagen especular, de tal manera que cuanto mayor es la 
concentración de Shh, más posterior es el dígito que induce (Yang et al., 1997). Si se reducen los niveles 
de Shh en la ZPA se obtienen individuos sin dígitos posteriores (Lewis et al., 2001). 
Shh induce en la ZPA la expresión de BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2) y la ausencia de este 
último induce la formación ectópica del dígito más anterior (Bumcrot et al., 1995; Duprez et al., 1996; 





Estudios de mapas de destino en el primordio embrionario de la extremidad de vertebrados 
proponen otra interpretación de la actividad de Shh. La especificación de las células que forman los 
dígitos anteriores dependería de las diferentes concentraciones de Shh a las que estén expuestas. En el 
caso de los dígitos posteriores la especificación dependería del tiempo de exposición al morfógeno (Harfe 
et al., 2004; Ahn y Joyner, 2005). Por tanto la respuesta diferencial de las células no sólo dependería de 
un gradiente de concentración espacial del morfógeno, sino también de la permanencia de la señal en el 
tiempo. 
 
Mecanismos moleculares en la señalización de Hedgehog 
Para el desarrollo de la mayoría de organismos multicelulares existen varias vías de señalización 
básicas: TGF-β/BMP, Notch, JAK/STAT, EGFR (Epidermal growth factor receptor), FGF (Fibroblast 
growth factor), Wnt y Hh. Todas estas moléculas actúan como morfógenos, lo que implica que son 
producidos por un conjunto de células específicas, difunden y señalizan en células diana sobre las que 
generan una respuesta dependiente de su concentración. Hedgehog es un gran ejemplo de cómo actúa 
un morfógeno, en distintos sistemas desde Drosophila hasta humanos. Además, la vía de Hh es quizá, 
de todas las mencionadas anteriormente, la que más cuestiones tenga sin resolver sobre su modo de 
actuación. 
A continuación se describen los mecanismos moleculares que controlan la secreción y distribución 
extracelular de Hh, es decir, desde que es producido hasta que su señal llega a las células receptoras. Lo 
que se describe se refiere a lo que ocurre en el disco imaginal de ala de Drosophila, haciendo referencia 
a las principales diferencias existentes con vertebrados. 
 
Producción y secreción 
Todas las proteínas Hh son sintetizadas como precursores de aproximadamente 45 kDa que sufren 
un autoprocesamiento catalítico por el cual se obtienen dos fragmentos de similar tamaño. La porción N-
terminal (Hh-N), que en Drosophila tiene un tamaño de 19 kDa, es una molécula secretable que posee 
exclusivamente la capacidad señalizadora (Lee et al., 1994). El fragmento C-terminal se requiere para 
que se dé el corte de la proteína precursora y además se ha visto que participa en la unión covalente de 
una molécula de colesterol en la parte C-terminal de Hh-N. Por otro lado a la Cys N-terminal de Hh-N se 
le une covalentemente un ácido palmítico. En el caso de Drosophila el palmítico es añadido por la acil-
transferasa Skinny hedgehog (Ski), codificada por el gen sightless (Amanai y Jiang, 2001; Chamoun et 
al., 2001; Lee y Treisman, 2001; Micchelli et al., 2002), mientras que en vertebrados este papel lo 
desempeña su ortólogo HHAT (Hedgehog acil-transferasa) (Chen et al., 2004). Se ha visto que el 
procesamiento de Hh tiene lugar en el retículo endoplasmático, donde el colesterol es añadido y el 





Las dos modificaciones lipídicas hacen de Hh una molécula muy particular y son necesarias para su 
correcto funcionamiento. Como es obvio la presencia de dos moléculas lipídicas promueve una fuerte 
asociación de Hh a la membrana de las células productoras (Peters et al., 2004). Se ha demostrado que 
la pérdida del colesterol compromete la capacidad de difusión de Hh a través de la matriz extracelular 
(MEC) y por tanto la señalización (Lewis et al., 2001; Gallet et al., 2006). La molécula Hh-N sin la adición 
del colesterol sólo es capaz de activar las dianas de la vía que responden a bajos niveles de Hh (Callejo 
et al., 2006; Gallet et al., 2006), mientras que tanto la forma sin ácido palmítico (HhC85S) como la que 
bloquea las dos modificaciones lipídicas (HhC85S-N) se comportan como dominantes negativos (Callejo 
et al., 2006) (Fig. 5B). 
Figura 5. Síntesis de Hh. A) El 
precursor de Hh de 45 kDa sufre un 
procesamiento autocatalítico para 
dar lugar a la forma activa de 19 
kDa (Hh-N). Posteriormente a Hh-N 
se le añade una molécula de 
colesterol en su extremo C-terminal 
y una de ácido palmítico en el N-
terminal. B) Formas mutantes de Hh 
no modificadas lipídicamente: Hh-N 
sin colesterol y HhC85S sin ácido 
palmítico. Adaptado de Guerrero y 
Chiang, 2007.  
 
 
En vertebrados las modificaciones lipídicas también son esenciales para la señalización de Shh. 
(Pepinsky et al., 1998; Chamoun et al., 2001; Taylor et al., 2001; Chen et al., 2004; Ohlig et al., 2011). Un 
estudio reciente de Ohlig y colaboradores muestra que la N-palmitoilación de Shh se requiere para que el 
morfógeno se libere de la membrana de las células productoras, por un mecanismo dependiente de 
ADAMs (A disintegrin and metalloproteinases). La porción N-terminal de Shh bloquearía el sitio de unión 
del receptor Ptc, por lo que su corte tras la unión del palmítico sería esencial para la señalización de Shh 
(Ohlig et al., 2011). Coincidiendo con este dato, en Drosophila se ha visto que la forma HhC85S (sin 
palmítico) no es internalizada por Ptc (Lee y Treisman, 2001; Callejo et al., 2006). 
La salida de Hh de las células productoras requiere la participación de determinadas proteínas ya 
que como se ha comentado, el hecho de estar doblemente lipidado le confiere una fuerte unión a la 
membrana plasmática. La proteína Dispatched (Disp) se caracterizó como un factor clave en la secreción 
de Hh (Burke et al., 1999). Disp es una proteína con doce dominios transmembrana, de los que cinco 
forman un dominio sensible a esterol (SSD). Este tipo de dominios están presentes en proteínas que 
regulan la homeostasis del colesterol o que señalizan a través de él. Además el receptor de Hh, Ptc, 
también lo contiene en su estructura. Se ha postulado que Disp podría regular el tráfico vesicular de Hh a 





En mutantes disp no hay liberación de Hh en las células productoras, quedando éste atrapado en su 
membrana (Burke et al., 1999; Amanai y Jiang, 2001; Ma et al., 2002). En estos mutantes la señalización 
de la vía queda restringida a células adyacentes a las productoras, tanto en Drosophila como en 
vertebrados (Burke et al., 1999; Amanai y Jiang, 2001; Ma et al., 2002; Gallet et al., 2003; Tian et al., 
2005; Etheridge et al., 2010; Callejo et al., 2011). Sin embargo en el caso de la molécula no modificada 
lipídicamente hay secreción incluso en ausencia de Disp (Burke et al., 1999; Callejo et al., 2011). 
La interacción molecular entre Hh y Disp ha sido demostrada (Etheridge et al., 2010; Callejo et al., 
2011; Tukachinsky et al., 2012). Además, recientemente se ha visto en Drosophila y en mamíferos que 
Disp se encuentra localizado en la parte basolateral de epitelios polarizados (Etheridge et al., 2010; 
Callejo et al., 2011), lo que encaja con una secreción de Hh por esta región del epitelio, como ha sido 
propuesto recientemente (Callejo et al., 2011). Mutaciones en Disp, que inactivan su función como 
transportador de protones en la membrana (DispAAA) (Ma et al., 2002), no localizan en la membrana 
basolateral de la célula sino en vesículas citoplasmáticas que no colocalizan con Hh, lo que implica su 
participación en el tráfico de Hh hacia esa región del epitelio. De manera adicional a esto se ha 
observado a Hh y a Disp en vesículas endocíticas (posiblemente cuerpos multi-vesiculares) (Callejo et 
al., 2011). 
Aunque Disp parece esencial para que se produzca la secreción de Hh, su función no es suficiente 
para que el gradiente morfogenético se forme correctamente. Deben existir otros factores reguladores de 
la salida de Hh de las células productoras que conformen un escenario que haga posible la correcta 
formación del gradiente de Hh.  
 
Figura 6. Dos posibles modelos de la formación del 
gradiente de Hh en el epitelio del disco de ala. Cortes 
transversales de disco imaginal de ala. Existen dos pools 
de Hh en el disco de ala. Uno que se genera en la parte 
apical del epitelio, y otro que lo hace por la basolateral. 







En el disco imaginal de ala, una de las cuestiones más controvertidas es por qué parte del epitelio 
sale el morfógeno para la formación del gradiente morfogenético. Hasta ahora se había descrito que 
aunque existen dos pools diferentes de Hh, uno apical y otro basolateral, el gradiente de Hh se formaba 





Según Ayers y colaboradores el gradiente apical daría lugar a la señalización de largo alcance, mientras 
que el basolateral sólo sería capaz de ejercer una señalización paracrina célula-célula (Ayers et al., 2010) 
(Fig. 6A). El otro modelo propone que es el gradiente basolateral el responsable de la señalización de 
largo alcance (Callejo et al., 2011) (Fig. 6B).  
 
Transporte de Hh 
Uno de los puntos más controvertidos y menos conocidos dentro de la señalización de Hh es el 
mecanismo de transporte por el que el morfógeno llega a las células receptoras. No es sólo importante el 
hecho de que Hh llegue a su destino, sino también que su gradiente se forme correctamente para que la 
señalización sea la adecuada. De nuevo, las modificaciones lipídicas complican la manera en que Hh 
tiene que ser transportado. Debido al carácter hidrofóbico que le confieren éstas, Hh no puede difundir 
libremente por la MEC. Por lo tanto deben de existir procesos más complejos que den lugar a un 
transporte adecuado de la molécula. Se han propuesto distintos mecanismos por los que el transporte de 
Hh podría tener lugar: 
 
Oligomerización 
Se ha demostrado que la molécula de Hh se puede asociar para formar oligómeros, lo que le 
permitiría permanecer soluble en el medio acuoso de la MEC (Zeng et al., 2001; Chen et al., 2004; Goetz 
et al., 2006; Dierker et al., 2009). Hh es capaz de formar multímeros en solución (Zeng et al., 2001; Chen 
et al., 2004; Feng et al., 2004; Gallet et al., 2006; Goetz et al., 2006) e in vitro, para lo que requiere la 
actividad transglutaminasa regulada por heparán sulfatos (Dierker et al., 2009). La oligomerización 
parece ser necesaria para que Hh aparezca localizado en balsas lipídicas (lipid rafts), regiones de la 
membrana plasmática ricas en lípidos, y que contienen Flotilina2 (Flo2) (Chen et al., 2004), que de 
manera muy interesante se ha implicado en la señalización de Hh (Katanaev et al., 2008). Se ha 
observado que para la formación de estos oligómeros es necesario que Hh se encuentre modificado 
lipídicamente, ya que las formas sin colesterol, sin palmítico o sin ambos no son capaces de formarlos 
(Chen et al., 2004; Callejo et al., 2006; Gallet et al., 2006; Goetz et al., 2006). Así mismo, la región N-
terminal de Hh también es requerida para este proceso (Goetz et al., 2006). 
 
Exosomas 
Este mecanismo implica el movimiento del morfógeno en partículas que contendrían fragmentos 
de la membrana plasmática, previamente denominadas argosomas para el transporte de Wg en 
Drosophila (Greco et al., 2001). Por otro lado, estudios en Wnt/Wg llevados a cabo en cultivos celulares y 
en discos imaginales han demostrado recientemente su presencia en exovesículas (Gross et al., 2012; 





extracelular de Hh es el hecho de que, al igual que en el caso de Wg, esté unido tan fuertemente a la 
membrana a través de sus modificaciones lipídicas. Interesantemente Hh ha sido observado en 
exosomas durante su secreción apical en C.elegans. En este caso se ha visto que la falta de la V0-
ATPasa, necesaria para la secreción de exosomas, afecta a la señalización por Hh (Liegeois et al., 
2006). También  se ha descrito que Shh se libera en forma de vesículas para la determinación de la 
asimetría izquierda-derecha en vertebrados (Tanaka et al., 2005). Sin embargo, en el disco de ala de 
Drosophila no se ha demostrado hasta ahora la co-localización de Hh con marcadores exosomales 
(Panakova et al., 2005). Dado que tanto Hh como Wg son morfógenos parecidos en cuanto a sus 
modificaciones lipídicas sería interesante estudiar más a fondo esta hipótesis. 
 
Partículas lipoproteícas 
A lo largo de la literatura se ha descrito la asociación de morfógenos lipidados con partículas 
lipoproteícas. En Drosophila se ha observado que en el disco de ala aproximadamente el 2% de Hh (así 
como también el 6% de Wg) aparece asociado a lipoforinas (lipoproteínas específicas de Drosophila) 
(Panakova et al., 2005). Las lipoforinas se producen en el fat body y de ahí son secretadas a la hemolinfa 
hasta llegar al resto de tejidos (Kutty et al., 1996; Sundermeyer et al., 1996). Si se reduce la cantidad de 
lipoforinas se produce una disminución en la señalización a largo alcance (long range) de Hh, pero sin 
embargo la señalización a corto alcance (short range) no se afecta (Panakova et al., 2005; Callejo et al., 
2006). Muy recientemente se ha sugerido que podría existir una forma de Hh sin colesterol que sería la 
responsable de activar las dianas short range de esta forma sería dispensable el empaquetamiento de 
Hh en partículas lipoproteícas (Palm et al., 2013). 
 
Citonemas 
Los citonemas son extensiones filopodiales que emanan de la membrana plasmática de ciertas 
células. Fueron descritas por primera vez en Drosophila, como posible mecanismo para la captación 
dirigida del morfógeno Dpp por las células receptoras (Ramirez-Weber y Kornberg, 1999). Desde 
entonces diferentes receptores de distintos morfógenos han sido visualizados en este tipo de estructuras 
(Hsiung et al., 2005; Roy et al., 2011). Esto indica que el transporte de morfógenos a lo largo de 
citonemas podría ser un mecanismo que las células usan de manera general para comunicarse. En lo 
que se refiere a la vía de Hh, recientemente nuestro laboratorio ha observado la expresión de distintos 
componentes de la vía (Ihog, Disp, DmWif, Dlp, Boi, Dally) en estos filopodios en la parte basolateral del 
epitelio del disco de ala. Estos datos, que forman parte de esta Tesis Doctoral, sugieren que estas 
estructuras podrían mediar la formación del gradiente ya que éste se genera en este plano del epitelio 





En el movimiento y distribución de Hh a través de la matriz extracelular los heparán sulfato 
proteoglicanos (HSPGs) tienen una función importante, independientemente de la forma (partículas 
lipoprotéicas, citonemas, oligomeros o exosomas) en la que Hh pueda ser transportado. Debido a su 
relevancia se le dedicará un apartado a este tipo de moléculas. 
 
Heparán Sulfato Proteoglicanos 
Los heparán sulfato proteoglicanos (HSPGs) son glicoproteínas de la MEC formadas por un núcleo 
proteico unido a varias cadenas de carbohidratos (heparán sulfato glicosaminoglicanos) que pueden 
estar altamente sulfatadas (Esko y Selleck, 2002; Haltiwanger y Lowe, 2004). En función de la estructura 
de su núcleo proteico se han descrito tres clases de HSPGs: 1) Sindecanos: proteínas transmembrana 
en las que las cadenas glucídicas se disponen en el extremo N-terminal y pueden tener alguna cadena 
de condroitín-sulfato. 2) Glipicanos: proteínas globulares, estabilizadas por puentes disulfuro, unidos a la 
membrana plasmática por un puente de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). 3) Perlecanos: proteínas 
difusibles de la MEC (Lin, 2004; Hacker et al., 2005) (Fig. 7). Todas estas clases de HSPGs están 
conservadas desde nematodos a vertebrados. En Drosophila se ha descrito un sindecano (Sindecan 
(Sdc)) (Johnson et al., 2006), dos glipicanos (Division abnormally delayed (Dally) y Dally-like (Dlp)) 
(Nakato et al., 1995; Khare y Baumgartner, 2000; Baeg et al., 2001) y un perlecano (Terrible reduced 
optic lobes (Trol)) (Datta, 1995; Voigt et al., 2002).  
En la síntesis de los HSPGs participan distintas enzimas. Los genes tout-velu (ttv), sister of tout-velu 
(sotv) y brother of tout-velu (botv) codifican para glicosil-transferasas encargadas de la polimerización de 
las cadenas glucídicas de los HSPGs. Estas enzimas son homólogas a la familia de las Exotoxinas (EXT) 
en vertebrados. Se ha observado en Drosophila que mutantes para ttv presentan fenotipos cuticulares 
característicos de la vía de Hh (The et al., 1999). En clones de falta de función de estos genes en el ala 
se observa un acercamiento entre las venas L3 y L4 y en clones del borde A/P del disco de ala la 
expresión de las dianas de Hh queda restringida a la primera línea de células adyacente al borde 
(Bellaiche et al., 1998; Bornemann et al., 2004; Han et al., 2004). Estos datos indican que Hh-N no  
puede transportarse o moverse a través de estos clones (Bornemann et al., 2004; Han et al., 2004; Takei 
et al., 2004), mientras que la dispersión de las formas mutantes de Hh, no modificadas por colesterol o 
palmítico, es independiente de ttv (The et al., 1999; Callejo et al., 2006). También se ha visto que en 
clones para ttv, sotv o botv en las células productoras de Hh en el disco de ala, se produce una 
disminución de los niveles proteicos de Hh (Bornemann et al., 2004; Takei et al., 2004). Todos estos 
datos apuntan a que los HSPGs son esenciales para una correcta señalización de la vía de Hh. 
Apoyando los datos anteriores se sabe que los HSPGs son importantes moduladores de distintos 
morfógenos como Hh, Wnt/Wg, TGFβ/Dpp y FGF (Lin, 2004; Tabata y Takei, 2004; Hacker et al., 2005). 





de Hh, Wnt/Wg y Dpp. Dally parece tener una función en la liberación de Hh en las células productoras 
(Eugster et al., 2007). Se ha propuesto que Dally podría transportar a Hh (tras el corte de su anclaje GPI 
por la hidrolasa Notum) desde las células productoras hasta las receptoras en el disco de ala de 
Drosophila (Ayers et al., 2010). En la vía de Wg, es sabido que Dally actúa como un regulador positivo 
favoreciendo la dispersión (Han y Lin, 2005) y la señalización del morfógeno (Fujise et al., 2001; Franch-
Marro et al., 2005). 
 
Figura 7. Clases de HSPGs. Representación de las tres clases de HSPGs: Sindecanos (proteínas 
transmembrana), Glipicanos (unidas a la membrana por un puente GPI) y Perlecanos (difusibles en la MEC). 
Adaptado de Lin, 2004. 
 
 
En cuanto al otro glipicano, Dlp, se conocía su función en la recepción de la señal de Hh (Desbordes 
y Sanson, 2003; Lum et al., 2003; Han et al., 2004; Williams et al., 2010), pero recientemente se le ha 
implicado también en el tráfico vesicular de Hh en las células productoras y se ha demostrado la 
interacción con Disp (Callejo et al., 2011). En la vía de señalización de Wnt/Wg mutaciones de dlp tienen 
distintos efectos dependiendo de la región del disco de ala donde se produzcan. Dlp inhibe la 
señalización cerca del borde D/V, mientras que tiene un efecto positivo en regiones más periféricas 
(Kirkpatrick et al., 2004; Kreuger et al., 2004). Se ha descrito también que Dlp estaría implicado en 
modular la cantidad de Wg disponible para su receptor, regulando así la actividad bifásica de este 
morfógeno (Baeg et al., 2004; Kirkpatrick et al., 2004; Kreuger et al., 2004; Franch-Marro et al., 2005; 
Han y Lin, 2005; Hufnagel et al., 2006), siendo el núcleo proteico el responsable de esta función (Yan et 
al., 2009). También se le ha involucrado en el reciclaje de Wg desde apical a basal en las células 
productoras del disco imaginal de ala (Gallet et al., 2008). 
 
Recepción y transducción de la señal 
Durante mucho tiempo se creyó que Ptc constituía el único receptor de Hh, sin embargo hoy en día 





recepción del morfógeno. En Drosophila el complejo receptor de Hh está formado además de por Ptc, 
que constituye el núcleo del mismo, por Interference hedgehog (Ihog) y por Brother of Ihog (Boi). Ptc es 
una proteína con 12 dominios transmembrana, que presenta un dominio sensible a esterol SSD. Al igual 
que Disp, presenta gran homología con la familia de transportadores bacterianos RND (Resistence-
Nodulation-Division) (Routh et al., 2011). En mamíferos existen dos miembros, Ptc1 y Ptc2 con patrones 
de expresión y funciones muy solapantes (Goodrich et al., 1996; Marigo et al., 1996; Marigo y Tabin, 
1996). Ihog y Boi, proteínas transmembrana de la familia de las inmunoglobulinas y con dominios 
Fibronectina, han sido identificadas en los últimos años como co-receptores de la vía. Se ha visto que 
son necesarios de forma redundante para la correcta recepción de Hh por parte de Ptc y para la 
presentación de Ptc en la superficie celular (Camp et al., 2010; Yan et al., 2010; Zheng et al., 2010) 
(Debido a su gran relevancia en esta Tesis Doctoral, se le dedicará un apartado a estas moléculas más 
adelante en esta introducción). Los ortólogos de Ihog y Boi en vertebrados, CDO (Cell adhesion molecule 
down-regulated by oncogens) y BOC (Brother of CDO), también tienen una función como co-receptores 
de Shh (Lum et al., 2003; Okada et al., 2006; Tenzen et al., 2006; Zhang et al., 2006). En vertebrados 
existe además otro co-receptor, GAS1 (Growht arrest-specific gene 1). GAS1 presenta cierta homología 
con CDO y BOC, pero la mayor diferencia es que en vez de un dominio transmembrana, se encuentra 
unido a la misma a través de un GPI (Lee et al., 2001; Beachy et al., 2010).  
 Smoothened (Smo) es el transductor de señales de la vía. Está formado por siete dominios 
transmembrana y pertenece a la familia de receptores acoplados a proteínas G. Ha sido relacionado con 
la familia de receptores de Wnt, Frizzled, debido a su dominio rico en cisteínas (Alcedo et al., 1996; van 
den Heuvel y Ingham, 1996; Nusse, 2003). En ausencia de Hh, Ptc se encuentra inhibiendo a Smo por lo 
que en esta situación la señalización está inhibida. Una de las grandes preguntas sin resolver es 
precisamente cómo Ptc es capaz de mediar la inhibición de Smo. Los últimos datos parecen indicar que 
este efecto vendría mediado por diferentes fosfatasas (PP2A, PP1, PP4) que actuarían sobre Smo, 
permaneciendo éste en un estado inactivo (Jia et al., 2009; Su et al., 2011). Como se ha mencionado 
anteriormente, Ptc presenta homología estructural con la familia RND de permeasas bacterianas (Taipale 
et al., 2002). Por este motivo, algunos autores han propuesto que Ptc podría actuar permitiendo el paso 
de ciertas moléculas, agonistas o antagonistas de Smo, abriendo o cerrando así la vía de señalización 
(Taipale et al., 2002). Se ha propuesto también como posibles moléculas agonistas o antagonistas de la 
función de Smo a ciertos lípidos cuya disponibilidad estaría mediada por Ptc (Taipale et al., 2002; Eaton, 
2008; Hausmann et al., 2009; Khaliullina et al., 2009; Myers et al., 2013).  
El factor de transcripción de la vía de Hh es Cubitus interruptus (Ci) (ortólogo de la familia GLI de 
vertebrados, que se compone de tres miembros: GLI1, GLI2 y GLI3). En su forma larga no procesada 
(CiL), es reclutado por la quinesina Costal 2 (Cos2) junto con una serie de Serina/Treonina quinasas para 





(Proteína quinasa A), GSK3β (Glucógeno sintasa quinasa 3β) y CK1 (Caseína quinasa 1) generándose 
sitios de reconocimiento para Slimb, que cataliza la ubiquitinación de su extremo C-terminal, lo que da 
lugar a la degradación de éste y a la aparición de la forma corta de Ci, Ci represor (CiR). Posteriormente 
CiR es trasladado al núcleo donde reprimirá la expresión de genes diana de la vía. En ausencia de Hh, 
Smo se encontrará en vesículas intracelulares. En la situación en la que Hh está presente, Smo (debido a 
la inhibición de la represión por parte de Ptc) se traslada a la membrana plasmática donde es fosforilado 
por PKA, GSK3b y CK1. Esto conlleva un cambio conformacional de su extremo C-terminal 
promoviéndose su interacción con Cos2. La fosforilación de Cos2 por parte de Fused (Fu) lleva a que CiL 
sea liberado del complejo HSC. Esta disociación viene promovida por la fosforilación de Fu por parte de 
Supresor of Fused (SuFu). Finalmente CiL es transportado al núcleo donde activará la expresión de 
genes diana (ptc, dpp, col, en, iro).  
 
Figura 8. Vía de 
señalización de Hh en el 
disco de ala de 
Drosophila. Esquema que 
muestra los distintos 
componentes de la vía de 
señalización de Hh, desde 
su síntesis hasta la 







Una diferencia importante en la transducción de la señal entre Drosophila y vertebrados es la 
presencia del cilio primario. Para que se dé la activación de la vía de Hh en vertebrados se requiere que 
Smo sea transportado a esta estructura de la membrana plasmática (Denef et al., 2000; Corbit et al., 
2005; Wang et al., 2009; Chen et al., 2011). 
Además de lo mencionado anteriormente, que se refiere a la vía de señalización canónica, Hh 
puede actuar promoviendo otro tipo de respuestas en las células receptoras. Se conocen dos vías no 
canónicas que están implicadas en proliferación y supervivencia celular en un caso y en la regulación del 
citoesqueleto de actina en el otro. En la señalización no canónica de tipo I, Ptc, en ausencia de ligando 
interacciona con Ciclina B1 (Takizawa y Morgan, 2000; Barnes et al., 2001) y con un complejo 
proapoptótico formado por Caspasa-9, Tucan-1 y la proteína adaptadora Dral (Thibert et al., 2003; 
Kagawa et al., 2011). Por un lado la interacción de Ptc con Ciclina B1 evita que ésta vaya al núcleo 





la activación de la Caspasa-3, que promueve la apoptosis. En presencia de Hh, las interacciones de Ptc 
con Ciclina B1 y con el complejo proapoptótico se rompen (Jiang et al., 2009; Mille et al., 2009), por lo 
que se promueve proliferación y supervivencia celular. Por tanto este tipo de señalización es dependiente 
de Ptc pero independiente de Smo. 
Por otro lado está la señalización no canónica de tipo II. Es sabido que Hh es capaz de regular el 
citoesqueleto de actina a través de la activación de la familia Rho de GTPasas como RhoA y Rac1. Los 
mecanismos que llevan a cabo esta activación son dependientes de Smo y dan lugar a tubulogénesis, 
migración y formación de espinas dendríticas (Chinchilla et al., 2010; Renault et al., 2010; Polizio et al., 
2011). Se ha visto que esta regulación se da por distintos factores en función del tipo celular. En el caso 
de fibroblastos ocurre a través de PI3K y proteínas Gi, mientras que en neuronas son Tiam1 y los 
miembros de la familia Src quinasa Src y Fyn, los que realizan esta función (Kuo et al., 2005; Chinchilla et 
al., 2010; Renault et al., 2010). 
 
Vía de señalización de Wnt/Wg 
El morfógeno Wnt/Wg comparte varias características con Hh. Ambas son moléculas modificadas  
lipídicamente, secretables, que difunden para generar distintas respuestas celulares a distancia. En 
Drosophila, Wg actúa como un gen de polaridad segmental durante la embriogénesis (Nusslein-Volhard y 
Wieschaus, 1980) y posteriormente en la formación de diferentes estructuras del organismo adulto 
(Sharma y Chopra, 1976). En vertebrados han sido identificadas quince familias de genes wnt. Los 
distintos Wnts están implicados en numerosos procesos como el desarrollo del mid- y hindbrain, 
homeostasis celular, placenta, riñones, extremidades o hindgut. Además, la desregulación de esta vía de 
señalización ha sido implicada en distintos tipos de cáncer (Logan y Nusse, 2004; Moon et al., 2004). 
La vía canónica de Wg en Drosophila tiene como resultado la acumulación de β-catenina (Armadillo) 
en el núcleo. En ausencia de morfógeno, Armadillo se encuentra unido en el citoplasma al complejo 
multiproteico formado por Axina y Apc (Adenomatosis poliposis coli). En esta situación se produce su 
fosforilación por GSK3β lo que lleva a su ubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma 
(Rubinfeld et al., 1996). En presencia de Wg, éste se une a su receptor Frizzled (Fz) y a los co-receptores 
LRP 5 y 6 (LDL receptor protein 5 y 6). El complejo Wg-LRP5/6-Fz se une y promueve la activación de 
Dishevelled (Dvl), que rompe la asociación de Arm con Axin y Apc, lo que impide que Arm sea fosforilado 
y es transportado en su forma activa al núcleo, donde activará la transcripción de genes diana de altos 
valores, como sensless (sens) y de bajos valores como dll y vg.  
 
Factores Wif-1 (DmWif/WIF1) 
El locus shifted (shf) se describió por primera vez en Drosophila (Morgan y Bridges, 1916). A 





6D1-E5 (Demerec, 1942; Craymer y Roy, 1980). Más recientemente se ha caracterizado como un 
componente fundamental de la vía de Hh en Drosophila (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005). Shf 
codifica para la proteína DmWif (Drosophila Wnt inhibitor factor), que forma parte de la MEC (Glise et al., 
2005). Mutantes para este gen muestran un fenotipo típico de la falta de Hh en el ala del adulto; con un 
acortamiento de la distancia entre las venas L3 y L4 (territorio cuya formación está controlada por Hh). 
Estos fenotipos eran similares a los observados en mutantes para activadores de la vía como smo, fu o 
ci, o implicados en la liberación del morfógeno (disp) o su transporte (ttv). Asimismo, estas mutaciones 
provocan un fuerte efecto en la señalización, quedando restringida la expresión de las dianas de la vía a 
un solo diámetro celular en las células receptoras (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005). 
En cuanto al patrón de expresión en el disco imaginal de ala, se sabe que DmWif presenta altos 
valores de expresión en las células del compartimento P, mientras que en el compartimento A sus 
valores son altos en la región más anterior del mismo, pero disminuyen a medida que nos acercamos al 
borde A/P. Estos altos niveles en el compartimento P coinciden con el hecho de que DmWif se requiera 
para la estabilización y distribución de Hh modificado por lípidos, viéndose alterado su patrón de difusión 
en mutantes hipomorfos shf 2 (Sierra, J., Tesis Doctoral, 2007). Complementariamente se ha visto que Hh 
y DmWif interaccionan molecularmente (Gorfinkiel et al., 2005). Se ha propuesto que DmWif podría 
mediar la interacción entre Hh y los HSPGs (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005). El bloqueo de la 
síntesis de las cadenas laterales de los HSPGs reduce la acumulación extracelular de DmWif (Glise et 
al., 2005), mientras que en mutantes shf la interacción genética entre Hh y los HSPGs disminuye, lo que 
indica que la función de éstos sobre la vía depende en parte de DmWif (Gorfinkiel et al., 2005) (Fig. 9A). 
 
Figura 9. Diferente función del factor Wif-1 en Drosophila y vertebrados. A) En Drosophila, DmWif estabiliza 
Hh en la MEC interaccionando con los HSPGs. B) En vertebrados, WIF1 secuestra a Wnt impidiendo la recepción 
por Fz. Modelo extraído de Gorfinkiel et al., 2005 y Glise et al., 2005 por Han y Lin, 2005. 
 
En vertebrados existe un ortólogo para DmWif, el factor WIF (Wnt inhibitor factor), que ha sido bien 
caracterizado como un fuerte inhibidor de la vía de Wnt (Hsieh et al., 1999; Hunter et al., 2004; Surmann-
Schmitt et al., 2009). Se ha propuesto que WIF1 secuestra a Wnt en la MEC impidiendo su unión al 
receptor Frizzled (Fz) (Hsieh et al., 1999) (Fig. 9B). Se ha observado su expresión durante todo el 





cartílago-mesénquima (Hsieh et al., 1999; Hunter et al., 2004; Surmann-Schmitt et al., 2009). Gran parte 
del interés por este factor se centra en el hecho de que se le ha relacionado con cáncer en humanos. 
WIF1 se encuentra downregulado en algunos tipos de cáncer (Mazieres et al., 2004; Kansara et al., 
2009). Además, en ratones knock-out para wif1 se acelera el desarrollo de osteosarcomas inducidos por 
radiación in vivo (Kansara et al., 2009). Por último, la sobreexpresión de WIF1 inhibe en humanos el 
crecimiento de células en cáncer de pulmón y vejiga (Lin et al., 2006; Tang et al., 2009). 
En Drosophila DmWif no tiene ningún efecto sobre la vía de Wg (ortólogo de Wnt en Drosophila) 
(Glise et al., 2005), sin embargo la sobreexpresión de la proteína humana WIF1 en el disco de ala genera 
una inhibición sobre la vía de Wg, sin tener efecto sobre la de Hh (Gorfinkiel et al., 2005). Por tanto, los 
factores Wif-1 parecen presentan funciones divergentes en Drosophila y en vertebrados, actuando en 
vías de señalización distintas. Esto llama mucho la atención teniendo en cuenta la gran similitud existente 
entre estas proteínas. 
 Si nos fijamos en los factores de Drosophila y humano se observa que ambos presentan una 
estructura extremadamente parecida, estando formados por una región N-terminal conteniendo el péptido 
señal (NT), un dominio WIF (WD), cinco repeticiones EGF (Epidermal growth factor-like repeats) y una 
región C-terminal. La homología en cuanto a la secuencia aminoacídica de estas proteínas alcanza un 
30%, lo que es bastante elevado si se tiene en cuenta la distancia evolutiva que separa a ambas 
especies. Se ha visto que WIF1 se une a través del WD al morfógeno Wg de Drosophila, los factores 
Wnt8 de pez cebra y Xenopus (Hsieh et al., 1999; Kawano y Kypta, 2003) a los ocho Wnts (incluidos 3a, 
4, 5a, 9a y 11) (Surmann-Schmitt et al., 2009) y a la olfactomedina 1, proteína implicada en diferenciación 
neuronal (Nakaya et al., 2008). Sin embargo, recientemente se ha observado que para la unión de Wnts 
por WIF1 se requiere un sinergismo entre el WD y los EGF (Malinauskas et al., 2011). 
Una pregunta clave es por qué pese a su gran homología existe esa gran divergencia funcional 
entre los factores Wif-1 de Drosophila y vertebrados.  
 
Ihog y Boi 
Los genes Ihog y boi codifican para las proteínas transmembrana pertenecientes a la familia de las 
inmunoglobulinas, Ihog y Boi. Fueron identificados en Drosophila, en un screening en células en cultivo 
en el que se empleó una librería de siRNA (small interfering RNA), y se caracterizaron como reguladores 
positivos de la vía de Hh (Lum et al., 2003). Ambas proteínas presentan una gran homología y están 
formadas por una cola citoplasmática en el C-terminal no conservado, un dominio transmembrana y una 
gran porción extracelular formada por dos dominios FNIII (Fibronectina tipo III) y cuatro dominios 
Inmunoglobulina (Ig). En el caso de vertebrados existen dos ortólogos, CDO y BOC. La principal 
diferencia estructural es que los miembros de vertebrados presentan un tercer dominio FN, y en el caso 






Figura 10. Estructura de Ihog, Boi, y sus ortólogos en 
vertebrados CDO y BOC. Tanto Ihog como Boi son 
proteínas transmembrana con un dominio C-terminal (C-t) 
que da al citoplasma y un dominio extracelular formado 
por dos dominios Fibronectina (FN) y por cuatro dominios 
Inmunoglobulina (Ig). La principal diferencia con sus 
ortólogos CDO y BOC es la presencia en estos últimos de 
un tercer dominio FN. En Drosophila la interacción con 
Hh y Ptc se produce a través de los dominios FN1 y FN2 
respectivamente. En el caso de vertebrados Hh 
interacciona con el FN3, mientras que Ptc lo hace por los 




Como se ha descrito anteriormente, tanto en Drosophila como en vertebrados, se ha visto que estas 
proteínas presentan una función como co-receptores de Hh (Lum et al., 2003; Okada et al., 2006; Tenzen 
et al., 2006; Yao et al., 2006; Zhang et al., 2006; Williams et al., 2010; Yan et al., 2010; Zheng et al., 
2010). Esta función parece ser redundante. El fenotipo de falta de ihog o boi es bastante leve, pero sin 
embargo los mutantes dobles muestran un fenotipo fuerte de falta de la vía de Hh (Zheng et al., 2010). 
De la misma manera ratones mutantes para cdo o boc son viables pero muestran fenotipos consistentes 
con la falta de Hh. Sin embargo ratones mutantes para ambos genes presentan fenotipos mucho más 
fuertes (Okada et al., 2006; Tenzen et al., 2006; Zhang et al., 2006; Allen et al., 2007; Allen et al., 2011; 
Izzi et al., 2011; Zhang et al., 2011). 
En Drosophila se ha demostrado bioquímicamente la interacción de Ihog con Hh y Ptc. Ésta tendría 
lugar a través de los dominios FN, en concreto con Hh se daría por el FN1 y con Ptc por el FN2 (Zheng et 
al., 2010). En el caso de vertebrados esta interacción está mediada por el tercer dominio FN y requiere la 
presencia de altas concentraciones de Ca2+ (McLellan et al., 2008). Datos recientes indican que Ihog es 
capaz de mantener los niveles extracelulares de Hh en el disco imaginal de ala (Yao et al., 2006; Callejo 
et al., 2011; Bilioni et al., 2013) y de manera muy interesante que podría estar presente en estructuras 
filopodiales o citonemas (Callejo et al., 2011; Bilioni et al., 2013). Estos últimos datos podrían indicar una 





















Conocer cómo se establece el gradiente morfogenético de Hedgehog es de crucial importancia para 
entender los mecanismos de actuación de esta molécula señalizadora. Este proceso es uno de los 
menos conocidos dentro de esta vía de señalización y en los últimos años ha estado rodeado de una 
gran controversia. Dada la gran importancia de la producción, liberación y transporte para la correcta 
señalización, estos procesos tienen que estar finamente regulados por distintos mecanismos en los que 
podrán intervenir un gran número de proteínas. En base a la bibliografía y a los distintos resultados 
obtenidos previamente en el laboratorio se plantearon los siguientes objetivos:  
 
1- Estudiar la posible función de las proteínas transmembrana Ihog y Boi en la vía de señalización 
de Hedgehog, independientemente de su papel en la recepción 
2- Analizar el papel de DmWif y del glipicano Dally en el establecimiento del gradiente de Hedgehog 
3- Analizar un posible papel de Boi y de Dally en el reciclaje de Hedgehog en las células 
productoras 
4- Intentar establecer cómo las interacciones entre todas estas proteínas dan lugar a la correcta 
formación del gradiente de Hedgehog en el disco imaginal de ala 
5- Estudiar qué dominios de Ihog están implicados en la estabilización de los citonemas 
6- Analizar la divergencia evolutiva entre los factores Wif-1 de Drosophila (DmWif) y humano (WIF1) 
mediante el establecimiento de los dominios de DmWif y WIF1 que determinan la interacción con 





















Cepas de moscas 
El cuidado de las moscas y su manipulación se llevaron a cabo siguiendo técnicas clásicas descritas 
en (Ashburner, 1989). 
Las estirpes de moscas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: Oregon R (Lindsley y Zimm, 
1992), Gal80ts y boiEP1385;Flp122 (Bloomington Stock Center, Indiana, USA; 
http://flystocks.bio.indiana.edu), boi - y ihog - Z23 (Zheng et al., 2010), shf 2 (Lindsley y Zimm, 1992), shf 
EY (Glise et al., 2005), dally32 y dlp20 (Franch-Marro et al., 2005), shi ts (Grigliatti et al., 1973) y las líneas 
DallyTrap-YFP y VikingTrap-GFP (http://www.flyprot.org/stock_report.php?stock_id=17071). 
 
Inducción de clones de falta de función 
Esta técnica permite estudiar el efecto de la falta de función de un gen utilizando alelos nulos que, 
en homocigosis en todo el organismo, producen letalidad embrionaria. Se trata de que en un individuo 
sólo determinadas poblaciones de células (clones) lleven la mutación, lo que permite estudiar la función 
de estos genes en etapas del desarrollo más tardías. Igualmente, nos permite estudiar el efecto 
autónomo o no autónomo que tenga la actividad de un gen, al poder comparar el fenotipo entre las 
células mutantes del clon y las células silvestres ajenas al clon. 
Para generar clones de falta de función se utilizó el sistema FLP/FRT (Golic, 1991 1993; Xu y Rubin, 
1993). La flipasa (FLP) es una enzima que induce la recombinación entre dos secuencias FRT (Flipase 
Recombination Targets) en el DNA. Esta enzima no se encuentra de forma endógena en Drosophila y se 
regula por un promotor de respuesta al calor (hsp70). Las secuencias FRT han de localizarse en la 
misma posición cromosómica, en cromosomas homólogos. De esta manera al inducir la expresión de la 
FLP con un choque térmico, se puede generar recombinación entre los sitios FRT de cromátidas de 
cromosomas homólogos. El resultado tras la mitosis son dos células hijas, cada una con una cromátida 
de cada cromosoma de la célula madre. Si en un par de cromosomas homólogos con secuencias FRT 
hay un gen en heterocigosis, el resultado tras la recombinación y la mitosis será de dos células hijas con 
distinta dotación génica: cada una heterocigota para cada uno de los alelos del gen recombinado. El 
resto del tejido seguirá siendo heterocigoto para ese gen (Fig. 11). Los clones se indujeron a las 24-48 
horas o 48-72 horas después de la puesta, mediante un choque térmico a 37ºC durante 1 hora. 
Los genotipos de las moscas para la inducción de clones fueron las siguientes: 
y,w,boi,hsFLP122;ihogZ23,FRT40A/M(2)arm-LacZ,FRT40A  
y,w,FLP;dally32,FRT80B/ubiGFP,FRT80B 
 y,w,FLPtubGal4,UAS-GFP;UAS-HhGFP/+; dally32,FRT80B/tubGal80,FRT80B  







              Figura 11. Esquema del 
sistema FLP/FRT para generar 
clones de falta de función  
mediante recombinación mitótica. 









Expresión ectópica de genes 
Para la sobreexpresión de genes en un dominio concreto del disco imaginal de ala se utilizó el 
sistema Gal4/UAS (Brand y Perrimon, 1993). Por un lado tenemos moscas en las que el factor de 
transcripción Gal4 se ha insertado de manera aleatoria en el genoma quedando bajo el control de un 
promotor concreto. Por otro lado tenemos moscas con nuestro gen de interés X clonado tras la secuencia 
UAS (Upstream Activating Sequence), diana del Gal4. Al cruzar ambas líneas de moscas se obtiene una 
descendencia en la que todas sus células llevarán el UAS-gen X pero éste sólo se expresará donde esté 
el Gal4 dirigido específicamente por su promotor (Fig. 12). 
Las líneas Gal4 empleadas fueron: apGal4 (Calleja et al., 1996), hhGal4 (Tanimoto et al., 2000), 





Las líneas UAS empleadas fueron: UAS-HhGFP (Torroja et al., 2004), UAS-DallyGFP (Eugster et 
al., 2007), UAS-DallySec (Takeo et al., 2005), UAS-DlpGFP (Baeg et al., 2004), UAS-DmWifV5 (Glise et 
al., 2005), UAS-Ihog (Zheng et al., 2010), UAS-Boi (Zheng et al., 2010), UAS-IhogYFP (Callejo et al., 
2011), UAS-IhogRFP (Callejo et al., 2011), UAS-IhogCFP (Bilioni et al., 2013), UAS-BoiYFP (Bilioni et al., 
2013), UAS-IhogΔCTRFP, UAS-IhogΔFNRFP y UAS-IhogSCTRFP (generados en esta Tesis), UAS-
IhogFN2* y UAS-IhogΔFN1 (Zheng et al., 2010), UAS-WIF1/-HA, UAS-NTDm-WDHs-EGFHs /-HA, UAS-
NTDm-WDDm-EGFHs /-HA, UAS-NTHs-WDDm-EGFHs /-HA y UAS>WIF DEL-RD (Sierra, J., 2007, 
Tesis Doctoral y esta Tesis). 
Se usaron también los siguientes RNAs de interferencia: UAS-DallyRNAi, UAS-DlpRNAi, UAS-IhogRNAi 




Figura 12. Expresión ectópica 








Para controlar temporalmente la expresión de las diferentes construcciones se acopló la 
construcción tubGal80ts al sistema Gal4/UAS. El factor Gal80 es un represor del Gal4 expresado bajo el 
control del promotor de la Tubulina de tal manera que en un estado inicial el sistema estaría apagado. 
Sólo al dar un choque térmico (29ºC) el Gal80 se inactiva permitiendo que el Gal4 funcione y por tanto 
quedando el sistema activo. 
 
Inducción de clones de expresión ectópica 
Para generar clones en los que se expresa ectópicamente un gen de interés se utilizó una 
combinación de los sistemas Gal4/UAS y FLP/FRT (Pignoni y Zipursky, 1997). En este caso el gen Gal4 
se encuentra bajo el control de un promotor de expresión generalizada, pero separados el uno del otro 
por dos secuencias FRT (>) en cis, entre las que hay una secuencia terminadora de la transcripción y un 
gen marcador: promotor > marcador > Gal4. Por tanto, sólo se expresará el Gal 4 si se induce la 





introduce el gen de interés bajo el control de la secuencia UAS, se podrá inducir su expresión en clones 
de células (Fig. 13). Para detectar los clones en el disco de ala se empleó la construcción UAS-lacZ, que 
se coloca adyacente al Gal4. Cuando se produce la recombinación se expresará la β-galactosidasa, 
detectable mediante una tinción con anticuerpo. Los clones se indujeron a las 24-48h mediante un 
choque térmico a 37ºC durante 15 minutos. 
Las líneas usadas fueron las siguientes: actina>CD2>Gal4 (Pignoni y Zipursky, 1997) y 
ubx>f+>Gal4;UAS-βGal (de Celis et al., 1998).  
 
Figura 13. Esquema del sistema 
combinado FLP/FRT-Gal4/UAS para 












Generación de líneas transgénicas 
Para la generación de las diferentes líneas transgénicas de moscas utilizadas en esta Tesis Doctoral 
se utilizó el sistema Gateway (Gateway System, Invitrogen) de clonaje direccional. Después de obtener 
los fragmentos de PCR de las distintas construcciones éstas se clonaron en el vector pENTRY/D-TOPO y 
por recombinación se introdujeron en los distintos vectores pDESTINATION (pTWHA o pTWRFP). En 
este vector se fusionan las proteínas a un secuencia reportera (HA o RFP) y además se añaden las 
secuencias UAS inducibles por el Gal4. Estos plásmidos ya con las distintas construcciones en ORF 
(Open Reading Frame) se emplearon para inyectar en embriones y se seleccionaron los individuos 
transformantes que portaban las construcciones. 
Las construcciones quimera derivadas de DmWif y WIF1 se generaron por SOE-PCR (Splicing by 
Overlapping Extension-PCR) (Sierra J., 2007, Tesis Doctoral). Posteriormente mediante la técnica 
Gateway de Invitrogen se les introdujo tanto a ellas como a la proteína humana WIF1 un tag de HA. 





El mutante de Ihog, IhogΔCT se generó por PCR a partir de su cDNA completo. 
IhogΔCT:    forward   5’ CACCATGACGCTGCTCACATCCTCGCTG 3’  
                   reverse     5’ CTTGTTTGGATTGTTTCCCCGCCTTCT 3’ 
En el caso del mutante de Ihog, IhogΔFN, se utilizó como molde el cDNA de Ihog clonado en el 
vector pEntry. Tras la amplificación por PCR se llevó a cabo una ligación para obtener así el mutante sin 
los dominios Fibronectina. 
IhogΔFN:   forward    5’ TCCGAATTTAGTGCCCTTAAGCAGG 3’  
                   reverse     5’ CATCTGCTTCTGCCTGGAACCCT 3’ 
Para el mutante de Ihog que se compone sólo de la porción C-terminal (IhogSCT) se usó el 
mismo abordaje: como se pretendía eliminar una región intermedia del cDNA se realizaron dos PCRs de 
tal manera que amplificaran los extremos inicial y final y se generó por mutagénesis una diana de 
restricción (BamHI). Una vez obtenidos los fragmentos por separado se llevó a cabo su digestión con la 
enzima BamHI y su ligación para reconstruir el fragmento completo (sin la región no amplificada). 
IhogSCT: PCR1 (extremo inicial):  forward  5’ CACCATGACGCTGCTCACATCCTCG 3’  
                                                        reverse  5’ CACCAAAGATTCGGATCCGCGAAG 3’  
                 PCR2 (extremo final):   forward   5’ CGCACCCAAGGATCCAAAACCAGC 3’  
                                                      reverse   5’ CACGCCAACGCTGTTGAGGCTGC 3’ 
En el caso de los mutantes IhogΔCT y IhogSCT se conservó también el dominio transmembrana para 
que la proteína fuera funcional. 
Una vez clonados todos estos mutantes en el vector pEntry, se procedió a su clonaje en el vector 
pDESTINATION. En este caso se utilizó el pTWRED que permite la inserción de RFP. 
Inmunohistoquímica de discos imaginales 
Se diseccionaron larvas del tercer estadío en PBS y se fijaron en paraformaldehído al 4% durante 20 
minutos. Tras lavar 3 veces en PBT (PBS + Triton X-100 al 0,1%) se bloquearon en PBT-BSA al 1% 
durante 1 hora. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario por 2 horas. Tras lavar de nuevo 
con PBT se incubaron con el anticuerpo secundario durante 2 horas y se lavaron con PBT y PBS. 
Finalmente se montaron los discos en Vectashield (Vector Laboratories). 
Los anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones fueron: anti-Hh (conejo) 1:500 (Takei et al., 





(ratón) 1:150 (Capdevila et al., 1994), anti-Dlp (ratón) 1:30 (Lum et al., 2003), anti-Wg (ratón) 1:20 (Brook 
y Cohen, 1996), anti-Sens (cobaya) 1:1000 (Nolo et al., 2000), anti-Vg (conejo) 1:300 (Williams et al., 
1991), anti-Dll (ratón) 1:400 (Duncan et al., 1998), anti-V5 (ratón) 1:150 (Invitrogen), anti-HA (conejo) 1:50 
(Sigma), anti-HA (ratón) 1:100 (Sigma), anti-β-Gal (conejo) 1:1000 (Biomed-Cappel), anti-Ihog (conejo) 
1:100 (producido por la empresa Sdix a partir de un péptido, del Aa 248 al 488, generado en el 
laboratorio), anti-Boi (ratón) 1:30 (esta Tesis). 
Se emplearon anticuerpos secundarios conjugados a FIT-C, Cy5, Rhodamina, Texas-Red, 594 o 
Pacific-Blue de las casas Alexa y Jackson Immunoresearch. 
Para realizar las tinciones extracelulares se siguió el método descrito en Torroja et al., 2004. La 
disección se realizó en medio para insecto M3 en frío y la incubación del anticuerpo primario se hizo 
previamente a la fijación y en ausencia de detergentes. El frío detiene el tráfico vesicular y la incubación 
in vivo y sin detergentes no permite que el anticuerpo atraviese la membrana plasmática por lo que 
únicamente se podrá unir a epítopos extracelulares. 
 
Generación de anticuerpo frente a Boi 
Un fragmento del cDNA que codifica para la porción C-terminal (citoplasmática) de Boi (aminoácidos 







Se transformaron bacterias E.coli (BL21) por electroporación y se crecieron en 2 L de medio 
selectivo (LB + Ampicilina). Posteriormente se indujo la expresión durante 4 horas a 37ºC mediante la 
adición de IPTG 1 M. Tras centrifugar se obtuvo el pellet de células que fue resuspendido en buffer STE 
(Sodium Chloride-Tris-EDTA) y se incubó con lisozima seguido de DTT 1 M + Sarcosyl al 10%. 
Finalmente se sónico la muestra y se centrifugó. La proteína de fusión Boi-GST presente en el 
sobrenadante fue purificada mediante GST pulldown. Posteriormente se usó para inmunizar ratones y el 
suero fue testado para demostrar su especificidad frente a Boi en discos imaginales que 
sobreexpresaban Boi (control positivo) o el RNAi de Boi (control negativo). 
 
Análisis por Western-Blot 






NTDm-WDHs-EGFHs-HA, tubGal4/tubGal80ts>UAS-NTDm-WDDm-EGFHs-HA, y 
tubGal4/tubGal80ts>NTHs-WDDm-EGFHs-HA fueron preparados en buffer de lisis con inhibidores de 
proteasas. Las muestras fueron resueltas por SDS-PAGE e incubadas con anti-HA (conejo) 1:1000 
(Sigma), anti-Actina (ratón) 1:1000 (Developmental Studies Hybridoma Bank)  o anti-V5 (ratón) 1:5000 
(Invitrogen). Para detectar la señal se reveló con un anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa de 
rábano (ECL Western Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia)). 
 
Alineamiento de secuencias y análisis y construcción de árboles filogenéticos 
Los alineamientos múltiples de secuencia se llevaron a cabo usando Clustal Omega (Sievers et 
al., 2011) (http://www.edu.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Para estudiar la relación evolutiva entre DmWif y 
WIF1, se seleccionaron desde la colección RefSeq del NCBI las secuencias proteicas con alta similitud al 
dominio WIF (PfamPF02019) y al dominio EGF-like (Pfam PF07974). Para analizar la filogenia de los 
dominios se extrajeron las secuencias de las partes de las proteínas que alineaban con los archivos 
Pfam. Se incluyeron las secuencias de la familia Ryk/Derailed (Drl) de receptores relacionados con 
tirosina-quinasa en el análisis filogenético del dominio WIF. El paquete HMMER 3.0 
(http://hmmer.janelia.org) se utilizó para buscar proteínas que contuvieran los dominios apropiados y para 
generar los alineamientos con los archivos hmm. Los árboles filogenéticos se construyeron usando 
MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Los programas de análisis de arquitectura modular SMART (Schultz et 
al., 1998) (http://smart.embl-heidelberg.de/) e InterProScan (Hunter et al., 2012) 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/) fueron también empleados para predecir la arquitectura de los 
dominios usados en el análisis filogenético. La construcción de arboles filogenéticos se realizó en nuestro 
laboratorio en colaboración con João Ramalho Ortigão-Farias. 
 
Microscopía 
Para la microscopía confocal de fluorescencia se empleó un microscopio de barrido láser confocal 
LSM710 acoplado a un microscopio vertical AxioImager. M2 (Zeiss). Para la microscopía de campo claro 
se utilizó un microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) acoplado a una cámara CCD. 
 
Programas informáticos y bases de datos 
Flybase (http://flybase.bio.indiana.edu): base de datos de Drosophila melanogaster. 
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
UNIPROT (http://www.ebi.uniprot.org): bases de datos de secuencias de proteínas. 






ApE (Universal): programa para la lectura y el análisis de secuencias de DNA. 
NEB cutter V2.0: herramienta para el análisis de restricción de secuencias nucleotídicas. 
Image J, Adobe Photoshop y Adobe Ilustrator: programas de tratamiento de imágenes. 
Microsoft Word: programa de edición de textos. 
Microsoft Power Point: programa de edición de presentaciones. 











1. Función de Ihog, Boi, DmWif y Dally en la formación del gradiente morfogenético 
de Hh 
1.1. Ihog, Boi, DmWif y Dally participan en el establecimiento del gradiente de Hh 
 
Ihog y Boi presentan distinta localización  subcelular en el epitelio del disco de ala 
Como se ha descrito en la introducción de esta Tesis Doctoral, Ihog y Boi son dos proteínas 
transmembrana de la familia de las inmunoglobulinas que recientemente se han caracterizado como 
elementos esenciales para la recepción de Hh. Se ha visto tanto en Drosophila como en sus ortólogos en 
vertebrados (CDO y BOC) que ambas proteínas forman parte del complejo receptor de Hh junto con Ptc, 
y que en esta función tienen una papel redundante, ya que es suficiente la presencia de una de las dos 
proteínas para que la señalización no se vea afectada (Zheng et al., 2010).  
 
 
Figura 14. Patrón de expresión de Ihog y Boi en el disco imaginal de ala. A-B) Tinción de Boi (A) y Ihog (B) 
usando anticuerpos específicos para ambos. a-b) Sección transversal de disco imaginal mostrando la 
localización subcelular de Boi (a) y Ihog (b) en el epitelio del disco de ala. C-D) Tras la sobreexpresión de Boi (C) 
o Ihog (D) durante 24h, usando la línea hhGal4;tubGal80ts, ambas proteínas se localizan en estructuras 
filopodiales o citonemas más lateralmente en el caso de Boi (C), y más basalmente en el de Ihog (D).   
 
Si se analiza la distribución de Ihog y Boi a lo largo del disco imaginal de ala se observa que ésta es 
bastante homogénea. Como se puede comprobar en la figura 14A-B, que muestra la tinción con 
anticuerpos específicos para estas proteínas, Boi (Fig. 14A), a diferencia de Ihog (Fig. 14B) muestra una 
ligera disminución de sus niveles en los bordes A/P y D/V. Si se observa su distribución a lo largo del eje 
ápico/basal se ve que existen notables diferencias. Realizando secciones transversales del disco de ala 
se puede ver que Boi se localiza en mayor nivel en la parte apical del epitelio (Fig. 14a), mientras que los 



























Figura 15. Ihog se localiza en estructuras filopodiales en la parte basal del disco. A-C) 
Coexpresión durante 24h, usando la línea hhGal4;tubGal80ts, de IhogRFP y de VkgGFP en el disco 
de ala. En la sección transversal (B) se aprecia como los mayores niveles de Ihog en el disco 
colocalizan con el marcador de la lámina basal Vkg. En la proyección (C) queda patente como los 
citonemas se forman en la parte basal del epitelio del disco de ala al colocalizar estos también con la 
proteína VkgGFP.     
 
Además se puede apreciar que tras la sobreexpresión tanto de Ihog como de Boi en el 
compartimento P mediante la línea hhGal4 ambas proteínas se localizan en estructuras filopodiales o 
citonemas (Fig. 14C-D). Interesantemente la formación de dichas estructuras se produce más 
lateralmente en el caso de Boi (Fig. 14C) y más basalmente en el caso de Ihog (Fig. 14D), lo que 
correlaciona con la distinta distribución de ambas proteínas en el disco que se ha analizado 
anteriormente. Esto se demuestra cuando se coexpresa Ihog con el marcador de lamina basal VikingGFP 
(VkgGFP) (Fig. 15A). La proteína Viking es un componente básico de la lámina basal, en concreto se 
corresponde con el Colágeno IV, por lo que el GFP marcará exclusivamente esta parte del epitelio. Se 
observa claramente en la sección transversal que los mayores niveles de Ihog se encuentran al igual que 
Vkg en la parte basal del disco (Fig. 15B-B’’). Por otro lado si se realiza una proyección tridimensional se 
puede ver que las estructuras filopodiales o citonemas se encuentran también con Vkg en la parte basal 
del epitelio (Fig. 15C-C’’). 
 
La sobreexpresión de Ihog regula negativamente a Boi 
Dada la gran similitud entre ambas proteínas resultaba interesante estudiar si existía algún tipo de 





(células productoras de Hh) del disco de ala mediante la línea hhGal4 y se realizó una tinción para Boi 
usando un anticuerpo específico para éste desarrollado durante esta Tesis (ver materiales y métodos). Lo 
que se observó si los comparamos con una tinción wild type fue una disminución de los niveles de Boi allí 
donde los niveles de Ihog eran mayores (Fig. 16). Esta desestabilización se produce tanto en la parte 
apical (Fig. 16A,B) como en la basolateral (Fig. 16A’,B’) del epitelio, siendo mucho más evidente en la 
primera debido posiblemente a los altos niveles de proteína que aquí se encuentran de manera 
endógena. Los gráficos muestran la cuantificación de los niveles de Boi. Como se puede apreciar, en 
discos wild type no hay apenas diferencia entre los compartimentos A y P (líneas azules en gráfico), 
mientras que tras la sobreexpresión de Ihog en el compartimento P, los niveles de Boi son mucho 




Figura 16. La sobreexpresión de Ihog regula negativamente los niveles de Boi. A-A’) Tinción wild type 
de Boi en la que se aprecia que sus niveles se mantienen homogéneos por todo el disco tanto en la región 
apical (A) como en la lateral (A’). B-B’) Sobreexpresión de IhogRFP en el compartimento P del disco 
durante 24h mediante la línea hhGal4;tubGal80ts. Los niveles de Boi en este compartimento disminuyen 
tanto en apical (B) como en lateral (B’). La línea discontinua muestra la división entre los compartimentos A 
(izquierda) y P (derecha) del disco de ala. B-b’) Cuantificación de los niveles apicales (b) o laterales (b’) de 
Boi en discos wild type (azul) o tras la sobreexpresión de Ihog (rojo). 
 
Ihog y Boi retienen a Hh en las células productoras 
Lo que se ha descrito hasta ahora en cuanto al papel de Ihog y Boi en la recepción de Hh es que la 
función de ambas proteínas es redundante, es decir, se necesita la eliminación de ambas funciones para 
que la recepción de Hh resulte afectada. Sin embargo, su distinta localización subcelular sugiere que 
puedan presentar alguna diversidad funcional. Posiblemente Ihog y Boi jueguen algún otro papel en la vía 





podrían tener un efecto en las células productoras de Hh. Para analizar esta posible función de Ihog y Boi 
se decidió alterar sus niveles en las células del compartimento P. 
En primer lugar se estudió lo que ocurría con los niveles de Hh. Al realizar clones de expresión 
ectópica tanto de Ihog como de Boi se observó un fuerte aumento en los niveles de Hh en las células 
productoras (Fig. 17A-A’’’). Sin embargo el efecto es distinto en ambos casos. Mientras que en el caso de 
Ihog Hh aumenta principalmente en la sección basolateral del epitelio (Fig. 17A’’-A’’’), el efecto de Boi es 
más evidente en la parte apical (Fig. 17B’), aunque también es fuerte en la región basolateral (Fig. 17B’’-




Figura 17. Ihog y Boi 
retienen Hh en las células 
productoras. A-A’’’) 
Clones de expresión 
ectópica de Ihog (marcados 
con YFP) en los que se 
aprecia que Hh es 
fuertemente retenido dentro 
de las células del clon en 
un plano lateral (A’’) y basal 
(A’’’), pero no en apical (A’). 
B-B’’’). Clones ectópicos 
para Boi (marcados con 
YFP). En este caso Hh 
también queda retenido en 
la región basolateral del 
epitelio (B’’ y B’’’), pero el 
efecto es más notable en la 




A continuación se llevó a cabo el experimento contrario, es decir, disminuir los niveles de Ihog y Boi 
en las células productoras. Para ello se indujeron clones de falta de función de Ihog y Boi en el 
compartimento P. En los mutantes dobles para Ihog y Boi se aprecia una fuerte disminución de Hh (Fig. 
18A-A’’), lo que coincide con los datos anteriores. Esta disminución se aprecia tanto en la parte apical del 
disco (Fig. 18A’) como en la basolateral (Fig. 18A’’). La bajada y subida de niveles de Hh en distintas 
condiciones de sobreexpresión o de falta de función de Ihog y Boi no es a nivel transcripcional sino a 
nivel de atrapamiento de la proteína Hh en membranas (datos obtenidos previamente en nuestro  
laboratorio) 
Por tanto queda demostrado que tanto Ihog como Boi tienen la capacidad de interaccionar con Hh 





morfógeno. Además interaccionan en distintas regiones del epitelio, Ihog lo hace en la parte basolateral y 
Boi principalmente en la apical, lo que tiene sentido si se tiene en cuenta su distinta distribución 
















Figura 18. Hh se desestabiliza en ausencia de Ihog y Boi. A-A’’) Disco imaginal conteniendo clones 
dobles de falta de función para Ihog y Boi (marcados por ausencia de βGal). Tanto en la región apical 
del epitelio del disco (A’) como en la lateral (A’’) es evidente la disminución de los niveles de Hh dentro 
de los clones (flechas). 
 
 
Ihog y Boi participan en la formación del gradiente de Hh 
Una vez demostrado que Ihog y Boi son capaces de mantener los niveles normales de Hh en las 
células productoras del compartimento P, parece lógico pensar que estas proteínas pudieran estar 
implicadas en la formación del gradiente morfogenético. Para analizar esta hipótesis se decidió aumentar 
o disminuir los niveles de Ihog y Boi en las células productoras de Hh y observar el efecto en la 
señalización de la vía. Tras su sobreexpresión usando la línea hhGal4 se vio que tanto Ihog como Boi  
provocan una reducción en la extensión de la expresión de la diana de la vía Ptc (Fig. 19). La expresión 
de Ptc en estas condiciones se reduce de 7 a unos 4 diámetros celulares (Fig. 19B’, C’) respecto a los 
discos wild type (Fig. 19A’) (Ver Tabla 1). 
Por otra parte si se disminuyen los niveles de Ihog y Boi en las células productoras coexpresando 
los RNAis específicos frente a sus mRNAs, empleando de nuevo la línea hhGal4, se obtiene el efecto 
opuesto. En este caso se analizó la expresión de las dianas Ptc, Ci y Dpp, que como se puede apreciar 
se encuentran extendidas varios diámetros celulares con respecto al wild type (Fig. 20B-B’’’, comparar 
con Fig. 20A-A’’’). De manera adicional se puede apreciar la expresión de Ci y Dpp en la parte más 
anterior del disco con el consiguiente sobrecrecimiento causado por la activación ectópica de la vía 
(flechas en Fig. 20B’’,B’’’). La extensión del gradiente se puede observar también, de manera incluso más 





caso se parecía una enorme extensión de las expresión de las dianas Ptc y Ci por todo el compartimento  
A (Fig. 20C-C’’). 
 
Figura 19. La sobreexpresión de 
Ihog y Boi restringe el gradiente de 
Hh. A) Tinción wild type de Ptc, diana 
de la vía de Hh. B-C) Al sobreexpresar 
durante 24h tanto Ihog (B) como Boi 
(C) en las células productoras de Hh 
usando la línea hhGal4;tubGal80ts se 
observa una restricción en la expresión 
de Ptc. La extensión de esta diana 
pasa de los 7 diámetros celulares en el 
disco wild type a los 4 en los discos en 
los que se sobreexpresó Ihog o Boi. 
Los resultados se observaron en al 











El efecto negativo en la señalización tras la sobreexpresión de estas proteínas en las células 
productoras y el efecto contrario cuando se reducen sus niveles, coincide con el hecho de que ambas 
sean capaces de retener a Hh en el compartimento P. Esta retención reduciría la capacidad de Hh de 
llegar al compartimento A y por tanto de señalizar correctamente. 
Estos datos demuestran que Ihog y Boi tienen un papel muy importante en la formación del 
gradiente de Hh, además del que se ha descrito en la recepción del morfógeno. En presencia de estas 
proteínas Hh parece ser retenido en las células productoras, mientras que cuando no están, al no 
producirse esa retención, la dispersión de Hh hacia el compartimento A aumentaría y por tanto se 






Figura 20. La disminución de 
los niveles de Ihog y Boi 
extiende el gradiente de Hh. A-
A’’’) Expresión wild type  de las 
dianas de la vía de Hh: Ptc (A’), Ci 
(A’’) y Dpp (A’’’). B-B’’’) Disco 

























Ihog y Boi mediante la línea hhGal4 en el compartimento P. Las tres dianas de la vía (Ptc, Ci y Dpp) se           
encuentran extendidas con respecto al patrón wild type. C-C’’) Sobreexpresión de los RNAis de Ihog y 
Boi en todo el disco usando la línea 638Gal4. La extensión de Ptc y Ci es aun más evidente que en el 
caso anterior. Los resultados se observaron en al menos 10 discos de cada genotipo. 
 
 
La sobreexpresión de DmWif extiende el gradiente de Hh 
En Drosophila, Shf/DmWif se ha descrito como un componente esencial de la vía de Hh (Glise et al., 
2005; Gorfinkiel et al., 2005). Moscas mutantes para este gen muestran un claro fenotipo de falta de Hh 
tanto en adultos, donde la distancia entre las venas III y IV del ala se ve fuertemente reducida (Glise et 
al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005), como en el disco imaginal de ala, donde la expresión de las dianas de la 
vía queda restringida a un solo diámetro celular en el compartimento A (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et 






Figura 21. Patrón de expresión wild type 
de DmWif. A-A’) Visiones lateral (A) y apical 
(A’) de un disco de ala wild type teñido con el 
anticuerpo específico para DmWif. a) Sección 
transversal de disco de ala en la que se 
aprecia que los niveles de DmWif son 





En el disco de ala DmWif se expresa de manera diferencial. En el compartimento P los niveles son 
altos y uniformes, mientras que en el compartimento A los niveles son altos en la parte más A del mismo 
y van disminuyendo según nos acercamos al borde A/P, donde los niveles son muy bajos (Fig. 21A,A’) 
(Glise et al., 2005). Esta distribución indica una posible interacción en el compartimento P de DmWif y 
Hh. Dicha interacción y la estabilización de Hh por parte de DmWif ha sido demostrada previamente: 
altos niveles de DmWif aumentan los niveles de Hh, mientras que en clones de falta de función los 
niveles de Hh disminuyen (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005). Una vez conocido el patrón de 
expresión de la proteína en el disco de ala se quiso analizar su distribución a lo largo del eje ápico/basal. 
Con este propósito se realizaron secciones transversales en discos previamente teñidos co el anticuerpo 
específico para DmWif. Lo que se observó fue que esta proteína se localiza fuertemente en la parte 
basolateral del epitelio mientras que sus niveles apicales son menores (Fig. 21a). Aunque hay proteína 
prácticamente por todo el epitelio se puede concluir que su distribución se encuentra polarizada hacia el 
dominio basolateral del mismo. 
DmWif está descrito como un factor difusible (Glise et al., 2005). Ésto queda demostrado cuando se 
inducen clones de expresión ectópica usando la construcción DmWif-V5. Al realizar una tinción 
extracelular para el epítopo V5, se puede observar que hay grandes niveles de proteína fuera de los 
clones (Fig. 22A,A’), lo que indica una alta capacidad de difusión. Lo mismo ocurre cuando se 
sobreexpresa DmWif en el compartimento D del disco de ala mediante la línea apGal4 (Fig. 22B,B’).  
 
Figura 22.  DmWif es un factor difusible. A-A’) 
Clones ectópicos para DmWif (marcados con βGal en 
verde) en los que se observa que la expresión de 
DmWif (marcado por la tinción frente al epítopo V5) no 
se restringe al interior de los clones sino que también 
aparece fuera de los mismos (flechas). B-B’) Disco del 
genotipo apGal4>UAS-DmWif-V5. Tanto en la tinción 
intracelular (B, puntas de flecha) como en la 
extracelular (B’) del epítopo V5 queda patente que 
existen altos niveles de DmWif fuera del 
compartimento D donde se está sobreexpresando 






En la tinción intracelular se observa que DmWif aparece en el compartimento V donde no hay 
sobreexpresión (Fig. 22B). Al realizar una tinción extracelular para un disco del mismo genotipo resulta 
evidente que DmWif se distribuye por todo el disco de ala (Fig. 22B’) no quedando restringida su 





Sabiendo que existe una interacción entre DmWif y Ihog tanto a nivel genético como a nivel 
molecular (Bilioni et al., 2013), se quiso analizar cómo esta interacción podría afectar a la formación del 
gradiente. Para ello se indujo la sobreexpresión de Ihog usando la línea apGal4 en un fondo mutante 
para shf (shf EY) en el que los niveles de Hh están muy reducidos y la señalización es casi nula (Glise et 
al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005). En estas condiciones mutantes se vio que la sobreexpresión de Ihog 
rescataba parcialmente los niveles de Hh (Fig. 23A,A’).  
Comparando los niveles de Hh en el compartimento V y en el D (donde se está sobreexpresando 
Ihog) se aprecia que en este último son mucho más altos. Sin embargo, y de manera muy interesante 
también se obtuvo que este rescate no se produce en términos de señalización. Si se observa la diana de 
la vía Ptc queda patente que tras la expresión de Ihog en el compartimento D su expresión no difiere de 
la encontrada en el compartimento V, que sirve como control endógeno (Fig. 23B,B’). Ésto podría indicar 
que la interacción entre Ihog y DmWif se requiere de alguna manera para el movimiento del morfógeno 
desde el compartimento P al A, ya que aunque haya niveles ectópicos de Ihog, que aumentan los niveles 
de Hh en las células receptoras, en ausencia de DmWif no se produce tal movimiento de Hh para formar 
un gradiente en el compartimento A. 
 
Figura 23. DmWif se requiere para la movilidad de Hh. A-B) Sobreexpresión de IhogYFP en fondo mutante 
para shf (shf EY) en el compartimento D del disco de ala mediante la línea apGal4. La tinción con Hh revela 
una acumulación tras la sobreexpresión de Ihog (A’), pero sin embargo la señalización de la vía no está 
rescatada como revela la expresión de Ptc (B’). 
 
En cuanto a la señalización de la vía, se ha comentado previamente que las moscas mutantes para 
este gen muestran un claro fenotipo de falta de Hh tanto en adultos, donde la distancia entre las venas III 
y IV del ala resulta reducida de manera muy notable (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005), como en 
el disco imaginal de ala, donde la expresión de las dianas de la vía queda restringida a un solo diámetro 
celular en el compartimento A (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005) Con esto en mente se quiso 
estudiar cuál era el efecto sobre la vía de Hh al sobreexpresar DmWif en el disco imaginal de ala. Parece 
lógico pensar que el exceso de DmWif tendrá un efecto positivo sobre la vía viendo los datos anteriores, 
y en efecto eso es lo que ocurre. Cuando empleando la línea apGal4 se sobreexpresa DmWIf en el 





extensión de la expresión de sus dianas transcripcionales Ptc y Ci. La expresión de ambas dianas se 
encuentra aumentada en varios diámetros celulares (Fig. 24B,B’’;Tabla 1). Debido al carácter difusible de 

















De la misma manera al sobreexpresar DmWif en las células productoras con la línea hhGal4 se 
observa también un aumento en la señalización (Fig. 23D,D’). En este caso se empleó un fondo de 
sobreexpresión de Hh en el que la vía está ya activada ectópicamente para poder visualizar mejor los 
cambios en la expresión de la diana Ptc (Fig. 23D’) (ver Tabla 1). Por tanto parece que en el 
compartimento P DmWif no sólo estabiliza Hh sino que de alguna manera aumenta su capacidad para 
moverse hacia el compartimento A. 
Figura 24. La sobreexpresión de DmWif 
extiende el gradiente de Hh. A-A’’) Patrón 
wild type de Ptc y Ci. B-B’’) Tras 
sobreexpresar DmWif en el compartimento 
D del disco mediante la línea apGal4 se 
aprecia que las dianas de la vía Ptc (B’) y Ci 
(B’’) se encuentran extendidas (comparar 
con patrón wild type en A-A’’) C-C’) Al 
sobreexpresar Hh en el compartimento P 
con la línea hhGal4 se consigue una 
activación ectópica de la vía, la diana Ptc 
(C’) está extendida si se compara con el wild 
type (A’). D-D’) En discos que coexpresan 
tanto Hh como DmWif, la señalización se 
encuentra aún más activada como refleja la 
mayor extensión de la expresión de Ptc (D’). 
Se empleó el sistema Gal80ts para restringir 
las sobreexpresiones a 24h. Los resultados 







El glipicano Dally retiene Hh en las células productoras 
Los HSPGs son moléculas fundamentales en la regulación de la actividad de muchos morfógenos 
entre los que se encuentran Wnt/Wg, Hh, TGFβ y FGF (Lin, 2004; Tabata y Takei, 2004; Hacker et al., 
2005). Dentro de las tres familias de HSPGs presentes en Drosophila, se sabe que dos de ellas, 
glipicanos y perlecanos, tienen una función dentro de la vía de Hh (Yan y Lin, 2009).  
Como se ha descrito anteriormente en esta Tesis Doctoral, en Drosophila existen dos glipicanos, 
Dally y Dally-like (Dlp). El primero se ha relacionado con la estabilidad de Hh en las células productoras 
de Hh (Eugster et al., 2007), mientras que Dlp parece jugar un papel en la recepción del morfógeno 
(Desbordes y Sanson, 2003; Lum et al., 2003) y también parece interaccionar con Disp cooperando en la 
secreción del morfógeno (Callejo et al., 2011). 
Teniendo en cuenta el hecho de que Dally estabiliza Hh en las células del compartimento P, se 
decidió estudiar un posible papel de este glipicano en la formación del gradiente de Hh. Para ello se 
sobreexpresó está proteína en las células productoras utilizando la línea hhGal4. Como se puede 
observar en la figura 25, el aumento de Dally en las células productoras provoca una restricción del 
gradiente si se compara con un disco wild type (Fig. 25A). De manera similar a lo que ocurría con Ihog y 
Boi, las dianas de la vía Ptc (Fig. 25B’) y Ci (Fig. 25B’’) ven reducida su expresión en varios diámetros 
celulares (ver Tabla 1). Coincidiendo con este dato tras la coexpresión de Dally y Ihog en el 
compartimento P el gradiente se restringe aun más. En este caso la expresión de Ptc disminuye hasta los 
3 diámetros celulares (Fig. 25C’) ( ver Tabla 1). Parece por tanto que Dally actuaría de manera análoga a 
Ihog y Boi en el compartimento P, reteniendo a Hh para controlar su llegada a las células receptoras. 
 
Figura 25. Dally restringe la 
formación del gradiente de 
Hh. A-A’’) Patrón de expresión 
wild type de Ptc y Ci. B-B’’) 
hhGal4>UAS-DallyGFP. La 
sobreexpresión de Dally en las 
células productoras provoca 
una disminución en la 
extensión de Ptc (B’) y Ci (B’’). 
C-C’) Coexpresión de Dally y 
Ihog en el compartimento P del 
disco usando la línea hhGal4. 
La extensión de Ptc (C’) se 
encuentra más restringida que 
en los casos anteriores. Se 
empleó el sistema Gal80ts para 
restringir las sobreexpresiones 
a 24h. Los resultados se 
observaron  en al menos 10 






Las interacciones entre Ihog, Boi, DmWif y Dally son esenciales para la correcta 
formación del gradiente de Hh 
Parece evidente que Ihog, Boi, DmWif y Dally son necesarios para que el gradiente morfogenético 
de Hh se forme de manera correcta. Ihog, Boi y Dally son capaces de retener Hh en el compartimento P 
reduciendo así la extensión del gradiente, mientras que DmWif tiene el efecto contrario, ya que su 
sobreexpresión en las células productoras de Hh extiende su gradiente. Partiendo de estos datos se 
decidieron realizar experimentos de coexpresión de estas proteínas para analizar más en detalle su 
efecto sobre el gradiente de Hh.  
 
 
Figura 26. DmWif rescata 
el efecto de Boi sobre el 
gradiente de Hh. A-A’’) 
Disco hhGal4>UAS-HhGFP. 
Expresión de  Ptc (A’) y Ci 
(A’’) en la que se muestra la 
extensión de ambas dianas. 
B-B’’) La expresión de 
BoiYFP restringe el efecto 
de Hh sobre el gradiente 
(comparar la expresión de 
Ptc (B’) y Ci (B’’).C-C’’) Al 
coexpresar DmWif junto con 
Boi se rescata el efecto de 
Boi sobre el gradiente como 
se aprecia en los patrones 
de Ptc (C’) y Ci (C’’). Se 
empleó el sistema Gal80ts 
para restringir las 
sobreexpresiones a 24h. 
Los resultados se 
observaron  en al menos 10 
discos de cada genotipo. 
 
 
En este caso se utilizó como fondo la sobreexpresión de HhGFP en el compartimento P usando la 
línea hhGal4. En estas condiciones el gradiente está extendido, debido a los niveles ectópicos de Hh, por 
lo que resulta más sencillo visualizar cambios en la extensión de las dianas de la vía (Fig. 26A-A’’). Al 
sobreexpresar Boi (Fig. 26B),  se ve claramente como se produce una restricción en la expresión de las 
dianas Ptc y Ci (comparando ahora con la observada en condiciones de sobreexpresión de HhGFP). En 
el caso de Ptc se pasa de unos 10 diámetros celulares en el fondo HhGFP a 8 (Fig. 26B’). Ci se extendía 
unos 18 diámetros celulares con HhGFP (Fig. 26A’’), mientras que tras la sobreexpresión de Boi se 
observa que su expresión queda restringida a aproximadamente 13 diámetros celulares (Fig. 26B’’) (ver 





Lo mismo ocurre cuando sobre el mismo fondo de HhGFP se lleva a cabo una expresión ectópica de 
Ihog (Fig. 27) o de Dally (Fig. 28). En el primer caso usando Ptc como gen reportero se produce una 
restricción de su expresión pasando de 10 a unos 8 diámetros celulares (Fig. 27B’). Tras la 
sobreexpresión de Dally con la línea hhGal4 y centrándonos ahora en la expresión de Ci, se observa una 
clara disminución de su expresión teniendo 12 diámetros en lugar de 18, tras expresar Dally (Fig. 28B’) 
(ver Tabla 1). 
A continuación se quiso estudiar como afectaba al sistema la sobreexpresión de DmWif. Para ello se 
coexpresó con cada una de estas proteínas y se analizó el efecto sobre el gradiente. En todos los casos 
se obtuvo que el efecto de restricción producido por Boi, Ihog o Dally se rescataba cuando en el sistema 
esta presente también DmWif (Fig. 26C’,C’’, 27C’ y 28C’; Tabla 1) y el gradiente se vuelve a extender.  
Con estos datos se puede concluir que la sobreexpresión de DmWif contrarresta el efecto de 
restricción del gradiente morfogenético de Hh que se da cuando actúan los factores Boi, Ihog y Dally. 
Esto demuestra que todas estas proteínas juegan un papel esencial en la formación del gradiente de Hh. 
Además deben existir interacciones entre todas ellas en el compartimento P de tal manera que se 
equilibre la cantidad de Hh que llega a las células receptoras para que el gradiente se forme de manera 
idónea y la señalización sea correcta. 
 
Figura 27. DmWif rescata el efecto de Ihog sobre el 
gradiente de Hh. A-A’’) hhGal4>HhGFP. Tinción para 
Ptc (A’) en la que se muestra la extensión de la diana. B-
B’’) La expresión de IhogRFP restringe el efecto de Hh 
sobre el gradiente (comparar la expresión de Ptc (B’). C-
C’’) Al coexpresar DmWif junto con Ihog se rescata el 
efecto de Boi sobre el gradiente como se aprecia en el 













Figura 28. DmWif rescata el efecto de Dally sobre el 
gradiente de Hh. A-A’) hhGal4>UAS-HhGFP. Tinción para Ci 
(A’) en la que se muestra la extensión de esta diana de la vía de 
Hh. B-B’) La expresión de Dally restringe el efecto de Hh sobre 
el gradiente (comparar la expresión de Ci (B’)). C-C’) Al 
coexpresar DmWif junto con Dally se rescata el efecto de Dally 






Genotipo Ptc Ci  Col dppLacZ 
WT 7 12 7 13 
apGal4>Dally 7.3a 12.8a   
hhGal4>Dally 3.6a 7.2a 4a 8.5a 
ptcGal4>Dally 8.6a 14.1ª   
apGal4>DallyRNAi 3.5a 8a   
hhGal4>DallySec 3.4a 15a   
hhGal4>Ihog 4.2a 9a   
hhGal4>Boi 4.5a 9.2a   
hhGal4>Hh 10.6 18.3   
hhGal4>Hh>Ihog 7.6b 12.9b   
hhGal4>Hh>Boi 7.9b 12.7b   
hhGal4>Hh>Dally 6.3b 11.8b   
hhGal4>Hh>DmWif 11.5b 19.2b   
hhGal4>Hh>DmWif>Ihog 8.4b 13.5b   
hhGal4>Hh>DmWif>Boi 8.8b 13.8b   
hhGal4>Hh>Ihog>Dally 3.2b 7.5b   
hhGal4>Hh>Boi>Dally  3.7b 7.9b   
 
Tabla 1.Expresión de las dianas de Hh en distintos genotipos. En la tabla se representan los 
diámetros celulares (media) de distintas dianas de la vía de Hh para los distintos genotipos. Las 
medidas se tomaron en dos regiones diferentes del disco imaginal de ala, en al menos diez discos para 
cada genotipo. 
Para determinar la significancia estadística se compararon los distintos valores con los de discos wild 
type (a) o con los de discos del genotipo hhGal4>UAS-Hh (b): 
a p< 0.001, test t de Student, comparacióncon wild type. 
bp< 0.001, test t de Student, comparación con genotipo hhGal4>UAS-Hh. 
 
1.2. Función del glipicano Dally y de Boi en el reciclaje de Hh 
 
Dally retiene Hh en la parte apical del epitelio del disco de ala 
Hasta este punto ha quedado demostrado que el glipicano Dally tiene la capacidad de restringir el 
gradiente de Hh cuando se sobreexpresa en las células del compartimento P (Fig. 28). La interacción 
entre Dally y Hh ha sido previamente demostrada tanto a nivel genético como a nivel molecular (Han et 






Se sabe que la sobreexpresión de Dally en el compartimento P estabiliza los niveles de Hh (Eugster 
et al., 2007). Sin embargo si se analiza en detalle lo que ocurre con Hh al sobreexpresar este glipicano, 
se aprecia que el efecto es distinto en la parte basolateral y en la parte apical del epitelio. La 
sobreexpresión de Dally en el compartimento D mediante la línea apGal4 muestra un aumento de los 
niveles de Hh en la parte apical del epitelio del disco (Fig. 29A’), pero una disminución de los mismos en 
la parte basolateral (Fig. 29B’,C’) (en ambos casos el compartimento ventral sirve como control endógeno 
de los niveles de Hh).  
Este hecho indica que la retención de Hh por parte de Dally en el compartimento P no es 
homogénea, sino que se da en la parte apical del mismo. El que esto vaya acompañado de una 
reducción de los niveles basales de Hh quiere decir que probablemente el secuestro apical de Hh por 
Dally impide su reciclaje hacia la región basolateral donde se forma el gradiente (Callejo et al., 2011). El 
hecho de que como se ha demostrado anteriormente la sobreexpresión de Dally en el compartimento P 
restrinja el gradiente (Fig. 28), concuerda con esta hipótesis. 
 
Figura 29. Dally retiene a Hh en la parte apical de 
las células productoras. A-C’) apGal4>UAS-
DallyGFP. Tinción con el anticuerpo específico para 
Hh. En la visión apical (A’) se aprecia una fuerte 
acumulación de Hh en el compartimento D del disco 
(marcado con GFP) En las visiones lateral (B’) y basal 
(C’) se observa una disminución de los niveles de Hh 
cuando se sobreexpresa Dally. La línea discontínua 
marca el borde entre los compartimentos V (arriba) y D 
(abajo). Los resultados se observaron  en al menos 10 








Dally participa en el reciclaje de Hh en las células productoras 
Aunque en la síntesis de Hh en las células productoras del disco imaginal de ala, éste es secretado 
en un principio hacia cualquier parte del epitelio, datos recientes demuestran que el pool apical de Hh es 
reciclado hacia la parte basolateral de las células por donde se va a formar el gradiente morfogenético 
(Callejo et al., 2011). Hasta ahora se ha demostrado que Dally es capaz de retener Hh en la parte apical 





algún papel en el reciclaje de Hh desde la región apical hacia la basolateral. Para intentar responder a 
esta pregunta se empleó un mutante termosensible de la Dinamina (shi ts1). La Dinamina es una proteína 
implicada en la fisión para la liberación de vesículas que se van originando por endocitosis en la 
membrana plasmática, de tal manera que los mutantes para este gen tendrán interrumpido el tráfico 
endocítico quedando las vesículas bloqueadas allí donde estén siendo internalizadas (van der Bliek, 
1999). Usando este fondo mutante se observa que Hh se acumula en la parte apical de las células 
productoras, sin embargo en la parte lateral y basal del epitelio se aprecia una fuerte acumulación de Hh 
en las primeras filas de células del compartimento A (Fig. 30A-A’’). Esta acumulación se corresponde con 
la longitud del gradiente de Hh, lo que indica que éste se formaría en la región basolateral del disco 
(Callejo et al., 2011). Si se sobreexpresa un mutante de Dally que carece del dominio del anclaje GPI a la 
membrana (Dally secretable) mediante la línea hhGal4, se puede observar que Hh se retiene apicalmente 
pero en este caso se extiende por gran parte del compartimento A (Fig. 30B). Así pues, Dally retiene Hh y 
en el caso de no estar Dally anclado a la membrana se lo lleva al compartimento A (lo que no ocurriría en 
condiciones wild type). 
 
Figura 30. Visualización del gradiente 
de Hh tras bloquear su endocitosis en 
condiciones mutantes para Dally. A-
A’’) Distribución de Hh en un disco shi ts1 
en visiones apical (A), lateral (A’) y basal 
(A’’). B-B’’) Secciones apical (B), lateral 
(B’) y basal (B’’) de un disco shits1; 
hhGal4>UAS-DallySec. La 
sobreexpresión de esta forma mutante de 
Dally provoca una acumulación apical de 
Hh en parte del compartimento A del 
disco (flecha en B). C-C’’) Secciones 
apical (C), lateral (C’) y basal (C’’) de un 
disco shi ts1; apGal4>UAS-DallySec. Se 
aprecia como Hh se extiende 
apicalmente por todo el compartimento A 
(flecha en C). Las barras rojas muestran 
la extensión del gradiente. Las líneas 
discontínuas marcan el borde A/P. shi ts1 
fue inactivada durante 2h a temperatura 
restrictiva.  
 
Lo mismo ocurre cuando se realiza el mismo experimento usando la línea apGal4 (Fig. 30C). En 
este caso además se puede observar una disminución del gradiente basolateral de Hh si se compara la 
expresión de Hh en los compartimentos D y V (Fig. 30C’’). Esto indica que la retención de Hh por Dally en 
la parte apical del epitelio impide la correcta formación del gradiente en la parte basolateral, lo que 
sugiere que el papel de Dally es retener a Hh para evitar que difunda apicalmente y pueda posiblemente 





el efecto sobre la formación del gradiente en las células receptoras en condiciones de sobreexpresión de 
DallySec en fondo shi. Así, se puede observar una extensión de las dianas de bajos valores (Ci) y una 
disminución de las de altos valores (Ptc) (Fig. 30C’). Queda así demostrado que Dally es capaz de 
retener Hh en la parte apical del disco controlando posiblemente su reciclaje hacia la parte basolateral del 
mismo. 
 
Boi interviene en la reinternalización de Hh junto a Dally 
Se sabe que Dally interacciona con DmWif (Avanesov et al., 2012; Bilioni et al., 2013), mientras que 
DmWif lo hace con Ihog y con Boi (Avanesov y Blair, 2013; Bilioni et al., 2013). Partiendo de estos datos 
se procedió a estudiar si podía existir algún tipo de interacción entre Dally con Ihog y/o Boi. Usando la 
línea DallyTrapYFP, que nos permite visualizar los niveles endógenos de Dally, se sobreexpresó tanto 
Ihog como Boi en el compartimento D del disco mediante la línea apGal4. Lo que se obtiene en ambos 
casos es un fuerte aumento de los niveles de Dally (Fig. 31A’,B’). En el caso de Ihog este aumento sólo 
es apreciable en la parte basolateral del epitelio (Fig. 31A’). Además se aprecia una colocalización de 
Dally y Ihog en estructuras filopodiales o citonemas (Fig. 31C-C’’). Por otro lado en el caso de Boi, 
aunque existe interacción también en la región basolateral (dato no mostrado), es en la apical donde 

















Figura 31. Interacción de Dally, Ihog y Boi en la internalización apical de Hh. A-A’’) Disco apGal4>UAS-
Ihog. La sobreexpresión de Ihog produce un aumento de los niveles de Dally (A’) y de Dlp (A’’) en la parte lateral 
del epitelio. B-B’’) Disco apGal4>UAS-Boi. La sobreexpresión de Ihog en la parte dorsal del disco produce un 
aumento de los niveles de Dally (A’) y de Dlp (A’’) en la zona apical del epitelio. C-C’’) ptcGal4>UAS-
IhogRFP;DallyTrapYFP. Dally colocaliza con Ihog en citonemas (C’’). 
 
 
Dado que como hemos visto anteriormente tanto Boi como Dally retienen Hh también en apical, 
¿podría Boi, al igual que Dally, estar implicado en la reinternalización de Hh? Se decidió sobreexpresar 





tanto Dally como Boi se acumulan fuertemente en la parte apical del epitelio (Fig. 32A’,A’’). Es interesante 
resltar que esto no ocurre con Ihog, donde no se observa ningún aumento (Fig. 32B’). El hecho de que al 
bloquear la endocitosis no sólo Hh, sino también Dally y Boi se acumulen apicalmente en las células 
productoras, indica que muy posiblemente tanto Dally como Boi estén implicados en la reinternalización 
de Hh para la formación del gradiente. 
 
                    
Figura 32. Boi y Dally están 
implicados en la internalización 
apical de Hh. A-B’’) Discos de ala 
del genotipo apGal4>UAS-ShiDN 
(sobreexpresión durante 14 h). 
Dally (A’) y Boi (A’’) presentan una 
marcada acumulación apical en el 
compartimento D del disco donde 
está presente la forma mutante 
para la Dinamina (ShiDN). La 
tinción utilizando un anticuerpo 
contra Ihog no revela un efecto de 
acumulación apical del mismo tras 
la sobreexpresión de ShiDN (B’). 
 
1.3. Relación de los dominios de Ihog con su localización en citonemas 
El dominio FN1 de Ihog es necesario y suficiente para la localización de la proteína 
en citonemas 
Como se ha descrito anteriormente, Ihog se localiza fuertemente en citonemas cuando es 
sobreexpresado. Datos obtenidos en el laboratorio sugieren que esta proteína está regulando de alguna 
manera la formación de estas estructuras, ya que tras su sobreexpresión se observa una evidente 
estabilización de las mismas (Bilioni et al., 2013). Como un primer abordaje para determinar cómo Ihog 
podría estar regulando la formación de los citonemas se llevó a cabo un análisis funcional de distintas 
formas mutantes de la proteína. Con ello se pretendía estudiar el papel de los distintos dominios de esta 
proteína en la estabilización de estos filopodios. Como se ha mencionado en esta Tesis, Ihog está 
compuesto por cuatro dominios Ig, dos dominios FN, un dominio transmembrana y una región C-terminal. 
Se generaron moscas transgénicas que portaran la proteína con determinadas deleciones de sus 
dominios: IhogΔCT (deleción del dominio C-terminal), IhogΔFN (deleción de los dos dominios FN), 
IhogSCT (construcción que mantiene sólo el fragmento C-terminal de Ihog). Tras su sobreexpresión en el 
disco imaginal de ala en el compartimento P, mediante la línea hhGal4, se analizaron los citonemas 
comparándolos con los observados al sobreexpresar la proteína entera. En el caso del mutante IhogΔCT 
se observa que hay más filopodios si lo comparamos con la expresión de Ihog wild type y que éstos son 





citoplasma de la célula, podría estar implicado en controlar la dinámica de los citonemas. Por el contrario, 
tanto la forma que lleva sólo el dominio C-terminal, como la que no tiene los dominios FN no son capaces 
de estabilizar los citonemas (Fig. 33C y 33D). Esto parece indicar que los dominios FN son cruciales en 
la localización de Ihog en estas estructuras y para su estabilización. Por este motivo se decidió analizar el 
efecto de un mutante de Ihog para el dominio FN2 (IhogFN2*). Esta proteína presenta dos mutaciones 
puntuales en dicho dominio que hacen que este no sea funcional, al menos en lo que respecta a la 
señalización (Zheng et al., 2010). Los resultados muestran que tras la sobreexpresión de este mutante 
los citonemas son más estables, más largos y más numerosos que cuando se expresa la proteína Ihog 
entera (Fig. 33E). Esto sugeriría que el dominio fundamental para el aumento de la estabilidad de 
citonemas es el FN1. Para comprobar esta hipóteis se empleó a continuación una forma de Ihog que 
carece del dominio FN1 (IhogΔFN1) (Zheng et al., 2010). Tras su sobreexpresión mediante la línea 
hhGal4 se observan citonemas mucho más cortos que cuando se expresa la proteina Ihog wild type y 
menos numerosos (Fig. 33F). Todos estos resultados apoyan la hipótesis de que el dominio FN1 de Ihog 


















Figura 33. Localización y efecto en los 
citonemas de los distintos mutantes de Ihog 
A) La sobreexpresión de Ihog en el 
compartimento P del disco estabiliza los 
citonemas que se disponen perpendiculares al eje 
A/P. B) El mutante IhogΔCT, fusionado a RFP, 
que carece del dominio C-terminal da lugar a una 
mayor cantidad de filopodios y de mayor longitud.  
C) Tras la sobreexpresión del mutante que carece de los dos dominios FN (IhogΔFN) fusionada a 
RFP no se aprecian citonemas. D) La porción C-terminal de Ihog (IhogSCT) fusionada a RFP no es 
capaz de estabilizar estas estructuras por si sola. E) El mutante para el dominio FN2 sigue 
localizándose en citonemas como se observa tras la tinción con α-Ihog. F) Tras la sobreexpresión 
del mutante de Ihog sin dominio FN1 (IhogΔFN1) los citonemas se ven afectados como se aprecia 






2. Análisis funcional de la divergencia evolutiva del factor Wif-1 
2.1. Análisis filogenético del factor Wif-1 
Los miembros de la familia de factores Wif-1 presentan una gran conservación evolutiva. Por 
ejemplo entre la proteína WIF1 humana y la de Drosophila DmWif existe una identidad de secuencia del 
30%, que es bastante elevada si se tiene en cuenta la enorme distancia evolutiva que separa a ambas 
especies. Como se ha mencionado en la introducción de esta Tesis Doctoral, tanto la proteína de 
Drosophila como la humana presentan una estructura muy similar. Ambas poseen un dominio WIF (WD) 
y 5 dominios EGF. Sin embargo, en lo que se refiere a su función, encontramos diferencias notables. 
Mientras que en vertebrados Wif-1 juega un papel como inhibidor de la vía de Wnt, reclutando al 
morfógeno Wnt en la MEC e impidiendo la internalización por su receptor Frizzled (Hsieh et al., 1999; 
Hunter et al., 2004; Surmann-Schmitt et al., 2009), en Drosophila DmWif es esencial para la formación 
del gradiente de Hh (como se ha visto en esta Tesis Doctoral), no desempeñando ninguna función en la 
vía de Wnt/Wg. En vertebrados se ha descrito que es el dominio WIF el que interacciona con Wnt, siendo 
suficiente para la retención del morfógeno en la MEC (Hsieh et al., 1999; Malinauskas et al., 2011), sin 
embargo en Drosophila no se ha estudiado con detalle la interacción entre DmWif y Hh. 
 
Figura 34. Análisis evolutiva del 
factor Wif-1. A) Árbol filogenético 
de las proteínas Shf y Wif-1 de 
diferentes especies de artrópodos 
y cordados. La representatividad 
de cada cluster se muestra como 
un porcentaje en cada 
ramificación. B) Árbol filogenético 
del dominio WIF (WD). Las 
secuencias fueron obtenidas de 
proteínas Shf, Wif-1 y de 
receptores relacionados con 
tirosina quinasa. Para realizar el 
árbol se usó parte de la secuencia 
de la Galectina de G. gallus, que 
muestra alguna similitud con el 
WD. Los sub-árboles están comprimidos y representados con triángulos. La longitud de cada triángulo es 
proporcional a la divergencia entre las secuencias y su altura al número de taxas dentro del cluster. 
 
El primer objetivo que se planteó fue estudiar con más detalle el grado de conservación entre las 
distintas proteínas Wif, para lo que se llevó a cabo un análisis filogenético de los distintos factores 
presentes en la evolución. Es importante aclarar que sólo existe un gen de la familia Wif-1 tanto en 
vertebrados como en invertebrados.  
Para el análisis de las distancias evolutivas se empleó el “Minimal evolution method” con 5000 
réplicas boots trap y una matriz basada en el método Dayhoof. La representatividad de cada cluster viene 





de conservación entre todos los miembros de la familia Wif-1, si bien es cierto que se pueden clasificar 
en dos grupos bien diferenciados, cordados y artrópodos (Fig. 34A). Esto quiere decir, que las proteínas 
de artrópodos son más similares filogenéticamente entre si, que con sus ortólogos en cordados, y 
viceversa. 
El siguiente paso fue comparar el dominio WIF (WD) de los distintos organismos analizados 
anteriormente, utilizando en este caso no sólo los miembros de la familia Wif-1 sino también la secuencia 
de los receptores relacionados con tirosina quinasa, que también presentan un dominio WIF que une 
Wnt/Wg en cordados y artrópodos. Se empleó el mismo método que en el caso anterior y se comprobó 
que los WD de los factores Wif-1 de artrópodos y cordados están más relacionados entre si que con los 
WD de los receptores tipo tirosina quinasa dentro de artrópodos y cordados respectivamente. Este hecho 
indica el alto grado de conservación evolutiva del dominio WIF de los factores Wif-1 (Fig. 34B).  
Los resultados presentados hasta el momento ponen de manifiesto que pese al alto grado de 
conservación que presentan los factores WIf-1, y sobre todo su dominio WIF, existe una divergencia 
funcional extrema entre las proteínas de artrópodos (más concretamente Drosophila) y vertebrados, ya 
que ambas actúan en vías de señalización distintas. Para estudiar con más detalle esa divergencia se 
decidió realizar un análisis más minucioso sobre la funcionalidad de los factores Wif-1, usando la proteína 
humana y la de Drosophila. Con este propósito se generaron en el laboratorio distintas proteínas 
quiméricas que combinaban los dominios humanos y los de Drosophila (Sierra, J., 2007, Tesis Doctoral) 
(Fig. 35).   
 
Figura 35. Construcciones quiméricas de Drosophila y humano. El esquema muestra los distintos 
dominios que componen las proteínas Wif-1 de Drosophila y humana: Extremo N-terminal (NT), dominio 
WIF (WD) y 5 dominios EGF (EGF). Las distintas construcciones quiméricas generadas fueron: NTDm-
WDHs-EGFDm (WD humano y EGF de Drosophila), NTDm-WDDm-EGFHs (WD de Drosophila y EGF 





De esta manera se podrían determinar los dominios responsables de las diferencias entre la función 
del factor Wif-1 entre ambas especies. 
Se generaron las siguientes quimeras: 
- NTDm-WDHs-EGFDm (NT de Drosophila, WD humano y EGF de Drosophila) 
- NTDm-WDDm-EGFHs (NT de Drosophila, WD de Drosophila y EGF humanos) 
- NTHs-WDDm-EGFHs  (NT humano, WD de Drosophila y EGF humanos) 
A éstas construcciones, elaboradas previamente en el laboratorio, se les introdujo posteriormente el 
epítopo de HA para poder detectarlas usando un anticuerpo específico contra este péptido. 
 
2.2. Análisis funcional del factor Wif-1 
Análisis de la expresión de las distintas construcciones 
En primer lugar se analizaron los niveles de expresión de las distintas construcciones generadas. 
Para ello se indujo su expresión en larvas de Drosophila usando una línea de expresión general que 
llevaba el promotor de la Tubulina (tubGal4) y se llevó a cabo un western-blotting frente a los epítopos 
HA (en el caso de la proteína humana y de las quimeras) o V5 (en el caso de la proteína de Drosophila). 
El resultado revela que todas las construcciones presentan unos niveles de expresión similares si se 
relativizan frente a la expresión de actina que nos sirve como control de expresión endógeno. En el caso 
de WIF1 se obtiene una banda de unos 45 kDa y tanto en el caso de DmWif como de las quimeras, la 
banda es de 50 kDa, lo que corresponde con el tamaño esperado (Fig. 36). Por tanto, a partir de este 
dato se puede asumir que los resultados que se obtengan tras su sobreexpresión serán debidos a 




Figura 36. Análisis mediante western blotting de los niveles 
de expresión de las construcciones UAS. A) Extractos 
procedentes de larvas que sobreexpresaron WIF1-HA, NTDm-
WDHs-EGFDm-HA, NTDm-WDDm-EGFHs-HA o DmWif-V5 
durante 24 h mediante el sistema tubGal4/tubGal80ts y teñidos 
frente HA o V5. B) Niveles endógenos de actina usados como 




Los factores Wif-1 de Drosophila y humano tienen distintas propiedades difusibles 





Una cuestión fundamental para entender la función tanto de las proteínas humana y de Drosophila 
como la de las distintas quimeras, es conocer cómo se distribuyen en el disco de ala cuando son 
sobreexpresadas. Con este propósito se indujo su expresión en distintos compartimentos del disco y se 
realizaron tinciones frente a los distintos epítopos que portaban (α-HA o α-V5). En concreto se 
emplearon dos líneas Gal4: apGal4 para dirigir la expresión al compartimento D y hhGal4 para hacerlo al 
compartimento P. Posteriormente se llevó a cabo una cuantificación de los niveles de proteína en base a 
su fluorescencia y se compararon los compartimentos con y sin sobreexpresión. En los dos casos se 
obtuvieron resultados muy similares. Tanto la proteína de Drosophila completa (como ya se ha visto en 
esta Tesis Doctoral) (Fig. 37A y 37E) como la quimera que lleva el WD de Drosophila y los EGF humanos 
(Fig. 37C y 37G) tienen una alta capacidad de difusión. Al sobreexpresarlas en un determinado 
compartimento estas proteínas no quedan restringidas al territorio de sobreexpresión sino que aparecen 
distribuidas por todo el disco. Este efecto es mucho más evidente en el caso de la quimera que contiene 


















Figura 37. El WD especifica las propiedades difusibles del factor Wif-1. A-D) Sobreexpresión de DmWif-V5 
(A), WIF1-HA (B), NTDm-WDDm-EGFHs-HA (C) y NTDm-WDHs-EGFDm-HA (D) empleando la línea apGal4. 
Como se puede apreciar tanto en la tinción como en la cuantificación (a-d), las construcciones con el WD de 
Drosophila presentan una mayor difusión que las que llevan el WD humano. En las gráficas las líneas azules 
representan los niveles de expresión en el compartimento D y las rojas en el V. E-H) Sobreexpresión de DmWif-
V5 (E), WIF1-HA (F), NTDm-WDDm-EGFHs-HA (G) y NTDm-WDHs-EGFDm-HA (H) usando la línea hhGal4. Al 
igual que en el caso anterior las construcciones con el WD humano quedan más restringidas al compartimento 
donde se están expresando que las que portan el WD de Drosophila. Las gráficas representa los niveles de 





En el caso de la proteína humana (Fig. 37B y 37F) y de la construcción con el WD humano y los EGF de 
Drosophila (Fig. 37D y 37H), se observa por el contrario que ambas proteínas quedan mucho más 
limitadas al territorio donde se están sobreexpresando. Si se observa la cuantificación mostrada en los 
gráficos se puede apreciar que existe una gran diferencia entre los niveles del compartimento donde no 
se están sobreexpresando las proteínas (línea roja en apGal4 y parte izquierda de la gráfica en hhGal4) y 
los niveles en los compartimentos donde hay presencia de proteína ectópica (línea azul en apGal4 y 
parte derecha de la gráfica en hhGal4). Sin embargo en el caso de DmWif y la quimera con el WD de 
Drosophila esas diferencias se reducen de forma dramática, siendo nulas en el caso de esta proteína 
quimérica (Fig. 37a-h). 
Estos datos demuestran que cuando está presente el WD de Drosophila la proteína se dispersa 
mucho más que cuando lo está el WD humano. Por tanto se puede concluir que el WD de Drosophila 
confiere ciertas propiedades difusibles a la proteína haciendo que tenga más “movilidad” por la MEC que 
la proteína humana. 
 
Interacción del factor Wif-1 con los morfógenos Hh y Wnt/Wg 
Como se ha visto a lo largo de esta Tesis Doctoral, la ausencia de DmWif causa un fenotipo de falta 
de la vía de Hh en Drosophila. En el caso del adulto se reduce el espacio entre las venas III y IV del ala 
(territorio definido por Hh), mientras que la señalización está fuertemente afectada quedando la expresión 
de sus dianas restringida a un solo diámetro celular en el compartimento A (Glise et al., 2005; Gorfinkiel 
et al., 2005). A su vez ha quedado demostrado que la sobreexpresión de DmWif en las células 
productoras de Hh provoca una extensión del gradiente y que ésta no afecta en absoluto la vía de Wg 
(Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005; Avanesov et al., 2012). Por otro lado hay que recordar que la 
proteína WIF1 humana tiene un papel inhibitorio sobre el morfógeno Wnt (Hsieh et al., 1999; Hunter et 
al., 2004; Surmann-Schmitt et al., 2009), no teniendo ningún efecto sobre la vía de Hh (Glise et al., 2005; 
Gorfinkiel et al., 2005; Avanesov et al., 2012). 
Para estudiar más a fondo las diferencias funcionales entre las proteínas de Drosophila y 
humana, se decidió llevar a cabo experimentos de sobreexpresión en el disco de ala, tanto de las 
proteínas completas como de las distintas quimeras generadas, y analizar qué efecto producían en las 
vías de señalización de Hh y de Wnt/Wg.  
 
La especificidad de DmWif por Hh viene determinada por el WD 
Como ha quedado demostrado en esta Tesis la sobreexpresión de DmWif en las células productoras 
de Hh provoca una extensión del gradiente. Si se expresa de manera ectópica DmWif usando la línea 
apGal4 se puede apreciar un aumento en la expresión de las dianas de Hh, Ptc y Ci (Fig. 38B-B’’, 





misma región no produce ningún efecto sobre las dianas de la vía (Fig. 38C-C’’). En el caso de las 
proteínas quiméricas se observó que la construcción con el WD humano y los EGF de Drosophila se 
comporta como la proteína humana completa, no teniendo ningún efecto sobre la vía de Hh (Fig. 38D-
D’’). Por otro lado, la construcción que está conformada por el WD de Drosophila y los EGF humanos 
produce una extensión del gradiente de Hh, al igual que lo hacía la proteína de Drosophila completa (Fig. 
38E-E). Este dato parece indicar que es el WD el que determina la especificidad de la proteína de 
Drosophila por el morfógeno Hh, ya que sólo cuando está presente se obtiene un efecto sobre la vía.  
 
Figura 38. Efecto de las proteínas quiméricas 
en la vía de Hh. A) Patrón de expresión wild 
type de las dianas de la vía de Hh, Ci (A’) y Ptc 
(A’’). B-C) Tinción de Ci y Ptc en discos 
sobreexpresando DmWif (B) o WIF1 (C)  en el 
compartimento D mediante la línea apGal4. La 
proteína de Drosophila da lugar a un extensión 
de las dianas de la vía (B’-B’’), pero no así la 
proteína humana (C’-C’’). D-E) Tinción de Ptc y 
Ci en discos sobreexpresando las quimeras que 
intercambian dominios WIF y EGF de 
Drosophila y humanos con la línea apGal4. La 
quimera NTDm-WDHs-EGFDm no produce 
ningún efecto sobre la vía de Hh (D’-D’’), al igual 
que la proteína humana completa. La quimera 
NTDm-WDDm-EGFHs provoca la extensión del 
gradiente (E’-E’’) de la misma manera que la 










Para confirmar esta hipótesis se llevaron a cabo una serie de experimentos de rescate en fondo 
mutante para shf (shf EY). El objetivo era comprobar si como se preveía únicamente las construcciones 
que llevaban el WD de Drosophila eran capaces de rescatar los defectos en la señalización de Hh. Como 
se puede observar en la figura 39A-A’’ en fondo mutante shf la expresión de las dianas Ptc y Ci se 
encuentra fuertemente restringida a un solo diámetro celular. Como cabe esperar la sobreexpresión de 
DmWif sobre este fondo es capaz de rescatar la señalización, mientras que la proteína WIF1 no tiene esa 





quiméricas se observó que la que porta el WD humano y los EGF de Drosophila no puede rescatar la 
señalización (Fig. 39B-B’’). Sin embargo las dos quimeras conformadas por el WD de Drosophila y los 
EGF humanos sí que rescatan la señalización de Hh, como se puede apreciar en el rescate de la 
expresión de las dianas de la vía Ptc y Ci (Fig. 39C-D’). 
 
  
Figura 39. Rescate del fenotipo 
shf con las distintas quimeras. 
A-A’’) Tinción para Ptc (A’) y Ci 
(A’’) de un disco shf EY. En este 
fondo mutante la señalización 
queda restringida a uno o dos 
diámetros celulares. B-D’) 
Sobreexpresión de las proteínas 
NTDm-WDHs-EGFDm (B), NTDm-
WDDm-EGFHs (C) y NTHs-
WDDm-EGFHs (D) en un fondo 
mutante shf EY mediante la línea 
apGal4. La quimera con el WD 
humano no rescata la expresión de 
Ptc (B’) y Ci (B’’). Las dos 
quimeras con el WD de Drosophila 
rescatan la expresión de las dianas 







Como experimento complementario se decidió comprobar si se obtenían los mismos resultados 
estudiando el rescate del fenotipo mutante shf en el ala adulta de Drosophila. El fenotipo shf se 
caracteriza por un acortamiento en la distancia entre las venas III y IV del ala y una disminución del 
tamaño del ala (Fig. 40B, comparar con el wild type en A). Partiendo de este fondo mutante se 
sobreexpresaron las distintas construcciones usando la línea apGal4. Al igual que se ha demostrado 
anteriormente lo que se observó fue que tan solo las construcciones que portan el WD de Drosophila 
fueron capaces de rescatar el fenotipo mutante, lo que se evidencia porque la distancia entre las venas III 
y IV aumenta (Fig. 40E,F). Sin embargo con la quimera con el WD humano no se producen diferencias 
con respecto al ala mutante (Fig. 40D). Esto refuerza la hipótesis de que es el WD y nos los EGF el 
















Figura 40. Rescate del fenotipo shf en el ala adulta. A) Ala wild type de Drosophila. B) Ala mutante 
para el gen shf. Nótese que la distancia entre las venas L3 y L4 está mucho más reducida que en el wild 
type. C) apGal4>UAS-DmWif. La sobreexpresión de DmWif rescata el fenotipo mutante. D-F) 
Sobreexpresión de las distintas quimeras con la línea apGal4. La construcción con el WD humano, 
NTDm-WDHs-EGFDm (D), no rescata el fenotipo de falta de Hh. Las quimeras con el WD de 




El WD humano determina la especificidad de WIF1 por Wnt/Wg  
Una vez determiandos los efectos de las distintas construcciones sobre la vía de Hh se procedió a 
estudiar su interacción con la vía de Wnt/Wg. En primer lugar se sobreexpresaron tanto la proteína de 
Drosophila como la humana en el compartimento P del disco de ala mediante la línea hhGal4. Como ya 
se había descrito previamente sólo la forma humana tiene efecto sobre esta vía de señalización. En el 
caso de DmWif se puede observar como las dianas de la vía Sens, Vg y Dll muestran un patrón de 
expresión wild type (Fig. 41B-B’’). Por otro lado al sobreexpresar WIF1 se vio que tanto Sens (Fig. 41C), 
diana que responde a altos valores de Wg, como Dll (Fig.41C’) y Vg (Fig. 41C’’), que responden a bajos 
valores, están afectadas. En el caso de Sens se puede apreciar que en el compartimento P del disco, 
donde se está sobreexpresando WIF1, se encuentra fuertemente inhibida su expresión (Fig. 41C). En lo 
que respecta a Vg y Dll se observa que la expresión de estas dianas se encuentra ligeramente extendida 
(puntas de flecha en Fig. 41C’,C’’). Cuando se emplea la quimera con el WD de Drosophila y los EGF 
humanos, no hay efecto de ningún tipo sobre la señalización de Wg (Fig. 41E-E’’). Sin embargo, de 
manera muy interesante, la quimera con el WD humano y los EGF de Drosophila sí que produce un 
fuerte efecto sobre las dianas de la vía. En este caso se puede observar que al igual que lo que ocurre 





restringida (Fig. 41D). En lo que respecta a las dianas de bajos valores Vg y Dll se observan diferencias 
con lo que ocurría con WIF1. En este caso estas dianas no se encuentran extendidas sino fuertemente 
reprimidas (Fig. 41D’,D’’), lo que indica un efecto mucho más fuerte de esta quimera sobre la vía de Wg 




















Figura 41. Efecto de las proteínas quiméricas sobre la vía de Wnt/Wg.  A-A’’) Tinción de las dianas de la 
vía de Wg, Sens (A), Vg (A’) y Dll (A’’) en un disco wild type. B-C’’) hhGal4>UAS-DmWif (B) o UAS-WIF1 (C). 
La sobreexpresión de DmWif no afecta a las dianas de la vía de Wg. Por otro lado, la proteína humana 
disminuye fuertemente los niveles de Sens (C) y extiende la expresión de Vg (C’) y Dll (C’’). D-E’’) 
hhGal4>UAS-NTDm-WDHs-EGFDm (D) o NTDm-WDDm-EGFHs (E). La quimera wue contiene el WD humano 
restringe la expresión de todas las dianas (D-D’’), mientras que la que contiene el WD de Drosophila no tiene 
ningún efecto en la señalización (E-E’’). La línea discontinua muestra el borde entre los compartimentos A 




El hecho de que la sobreexpresión de WIF1 extienda las dianas que responden a bajos valores de 
Wg podría indicar una extensión de su gradiente. Para abordar esta hipótesis se realizó una tinción 
contra Wg en discos que sobreexpresaban las distintas proteínas. Tras la sobreexpresión con la línea 
hhGal4 se cuantificaron los niveles de Wg  tanto en el compartimento P (sobreexpresión (cuadro rojo)) 
como en el compartimento A (control (cuadro azul)). En un disco wild type se aprecia que Wg se expresa 
en el borde D/V disminuyendo sus valores a medida que nos alejamos de éste (Fig. 42A). Al cuantificar 
los niveles de fluorescencia se observa que en el caso wild type no existen diferencias entre lo que 
sucede en el compartimento A y P (Fig. 42a). Lo mismo ocurre en los casos en los que se sobreexpresó 
DmWif (Fig.42B,b) o la construcción con el WD de Drosophila (Fig. 42E,e). Sin embargo en el caso de la 
proteína WIF1 (Fig. 42C,c) o de la quimera con el WD humano (Fig. 42D,d), se observa que mientras que 
en el compartimento A la expresión de Wg queda restringida al borde D/V (cuadro azul), en el 







Figura 42. Efecto de las distintas construcciones sobre la extensión del gradiente de Wg. A-a) Disco de 
ala wild type teñido para Wg (A). El gráfico representa la cuantificación de los niveles de proteína en los 
compartimentos A (curva azul) y P (curva roja). Se puede observar como la expresión de Wg se da en el borde 
D/V. B-c) Sobreexpresión en el compartimento P, mediante la línea hhGal4, de las proteínas de Drosophila (B) 
y humana (C). En el caso de DmWif no hay efecto sobre el gradiente (b). Sin embargo la sobreexpresión de 
WIF1 provoca una extensión del gradiente (c). D-e) hhGal4>UAS-NTDm-WDHs-EGFDm (D) o UAS-NTDm-
WDDm-EGFHs (E). Tan sólo la quimera que contiene el WD humano da lugar a una extensión del gradiente de 
Wg en el compartimento P (d). Las curvas en los gráficos están orientadas de D (izquierda) a V (derecha). La 
cuantificación fue llevada a cabo utilizando 10 discos de cada genotipo. 
 
Además de en la señalización en el disco, el efecto de WIF1 y de la quimera con el WD humano se 
puede observar también en el adulto, donde la sobreexpresión de ambas construcciones con la línea 
apGal4 produce un fenotipo de falta de Wg (defectos en el margen del ala) (Fig. 43B,C). Con estos 
resultados se puede concluir que el WD humano es el que determina que WIF1 actúe sobre la vía de 
Wnt/Wg, ya que sólo cuando éste está presente se tiene un efecto sobre la misma. 
Por tanto, a la vista de todos los resultados queda patente que la especificidad de DmWif por Hh y 
de WIF1 por Wnt viene determinada por el dominio WIF de estas proteínas, siendo éste suficiente para 
que se dé la discriminación entre un morfógeno u otro. 
 
WIF1 inhibe la vía de Wnt/Wg impidiendo la internalización del morfógeno 
Se ha demostrado que tanto la sobreexpresión de WIF1 como de la quimera con el WD humano 
producen una extensión del gradiente de Wg. Esto indica que la inhibición de la vía por parte de estas 
proteínas vendría dada por un efecto sobre la recepción y/o sobre la difusión del morfógeno. La 
explicación más lógica sería que WIF1 interceptase a Wg en la MEC impidiendo la internalización por su 
receptor Fz2. Para analizar con más detalle este posible efecto se decidió realizar tinciones 





observar Wg fuera de las células del disco de ala y determinar si estaba quedando atrapada en la MEC. 
En este caso se empleó la línea apGal4 para sobreexpresar las construcciones en el compartimento D 
del disco, pudiendo de esta manera usar como control endógeno el compartimento V. Lo que se observa 
en estas condiciones es que ambas proteínas producen una acumulación extracelular de Wg (Fig. 44A-
B’). A continuación y con el objetivo de determinar en qué parte del epitelio se estaba dando la 
acumulación se realizaron secciones transversales de discos que sobreexpresaban WIF1. En este caso 
se puede apreciar que la acumulación de Wg se produce en la parte basolateral del epitelio (Fig. 44a). 
 
 
Figura 43. Las construcciones con el WD humano 
generan fenotipos de falta de Wg. A) Ala wild type de 
Drosophila. B-C) apGal4>UAS-WIF1 (B) o UAS-NTDm-
WDHs-EGFDm (C). La sobreexpresión de ambas 
construcciones provoca un fuerte fenotipo de falta de 
Wg, caracterizado por alteraciones en el margen del ala 













A continuación, para determinar en qué parte del epitelio tiene lugar de manera normal la 
internalización del morfógeno se utilizó la forma dominante negativa de la Dinamina (ShiDN). Al 
sobreexpresar esta forma mutante se consigue bloquear la endocitosis y se podría observar en que parte 
del epitelio se estaría dando dicha internalización. Se empleó de nuevo la línea apGal4 y se llevó a cabo 
una tinción extracelular para Wg. Se puede observar que se produce una marcada acumulación del 
morfógeno en la región basal del epitelio del disco, justo en el compartimento D donde se está 
sobreexpresando la forma dominante negativa de la Dinamina (Fig. 45C’). Por otro lado, si se observa un 
disco wild type se aprecia que en la región subapical del epitelio aparecen vesículas marcadas con Wg 
(que corresponden a vesículas endocíticas) a ambos lados del eje D/V (Fig. 45A). En el caso de la 
sobreexpresión de la construcción ShiDN con apGal4 estas vesículas desaparecen casi por completo en 
el compartimento D, donde se está sobrexpresando este mutante de Dinamina (Fig. 45C). Es interesante 
resaltar que este mismo efecto se observa al sobreexpresar la proteína WIF1 (Fig. 45B). Así pues, el 
efecto de la sobreexpresión de WIF1 sobre Wg es el mismo que el que produce la falta de internalización 










Figura 44. WIF1 secuestra Wg en la parte 
basal del epitelio del disco de ala. A-B’) 
Tinción extracelular para Wg en discos 
sobreexpresando WIF1 (A) o NTDm-WDHs-
EGFDm (B) con la línea apGal4. En ambos 
casos se observa una fuerte acumulación del 
morfógeno en el compartimento D (marcado 
con GFP) donde se está sobreexpresando. En 
la sección transversal (a) se muestra como Wg 
se acumula en la parte basal del epitelio tras la 






Figura 45. WIF1 bloquea la internalización de Wg. 
A) Visión subapical de un disco wild type teñido para 
Wg. Se pueden observar vesículas endocíticas de Wg 
a ambos lados del borde D/V (puntas de flecha). B) 
apGal4>UAS-WIF1. Tras la sobreexpresión se reduce 
de forma muy notable la presencia de vesículas 
endocíticas. C) apGal4>UAS-ShiDN. Una forma 
mutante de la Dinamina reduce el número de 
vesículas endocíticas (C) y provoca una acumulación 
de Wg en la parte basal del disco (C’). La caja roja en 




El mutante de Drosophila WIF DEL-RD sigue reconociendo a Hh 
Todas las proteínas con dominio WIF presentan un sitio de unión a cadenas alifáticas, que sería el 
lugar por donde se uniría un ligando palmitoilado, Wnt o Hh (Liepinsh et al., 2006). Aunque como se ha 
visto a lo largo de esta Tesis Doctoral las proteínas Wif-1 de Drosophila y humana presentan una gran 
homología de secuencia, sin embargo en el dominio WIF existe una región divergente entre ambas. En 
los dominios WIF de las proteínas que se unen a Wnt se conserva un tripéptido de carácter ácido 
adyacente al sitio de unión del palmítico, complementario a un octapéptido básico situado junto a la Cys 
palmitoilada de Wnt. Este triplete está modificado en Drosophila, concretamente en el aminoácido 30 se 
da una sustitución de un residuo ácido (Asp o Glu) por uno básico (Arg). Además la proteína DmWif 
presenta un bucle entre los aminoácidos conservados Leu25 y Gly26 ausente en el resto de proteínas 





Es razonable pensar que estas divergencias pudieran ser las responsables del distinto 
reconocimiento del dominio WIF por Wnt o Hh. Para intentar analizar esta hipótesis se generó un mutante 
de DmWif de tal manera que su dominio WIF se asemejara en la mayor manera posible al del 
vertebrados (concretamente al humano). Para ello se realizó una deleción de los 6 aminoácidos 
presentes en el bucle 135-136 de Drosophila y la sustitución de una Arginina (R) por un Aspártico (D). A 
este mutante se le denominó WIF DEL-RD (Fig. 47A). 
 
Figura 46. Alineamiento de 
la secuencia aminoacídica 
de los dominios WIF de 
DmWif (Drosophila), WIF1, 
hRYK, Drl y Dnt. Los 
dominios WIF de proteínas 
que unen Wnt (WIF1, hRYK, 
Drl, Dnt), conservan un 
tripéptido ácido 
complementario a un 
octapéptido básico de Wnt 
(caja azul). Este triplete está 
modificado en Drosophila en 
la posición 30, en la que hay 
una Arg en lugar de un Asp o Glu. Además Drosophila presenta un bucle de 6 aminoácidos entre las posiciones 
Leu25 y Gly26, que no tienen el resto de proteínas (caja roja). Modificado de Sierra , J. Tesis Doctoral, 2007. 
 
A continuación se sobreexpresó esta proteína mutante en el disco de ala sobre un fondo mutante 
para shf y se analizó si seguía siendo capaz de rescatar la señalización de la vía de Hh. Los resultados 
muestran que pese a las mutaciones introducidas en el WD la expresión de Ptc se encuentra 
parcialmente rescatada si se compara con un disco mutante para shf (shf 2) (Fig. 47B). Esto indica que la 
construcción mutante sigue siendo capaz de reconocer a Hh, siendo funcional a pesar de los cambios 
introducidos en su secuencia que la asemejan a la proteína humana. 
 
 
Figura 47. La expresión de la 
proteína mutante WIF DEL-RD 
rescata los niveles de Ptc sobre 
fondo mutante shf 2. A) Secuencia 
aminoacídica de los WD de las 
proteínas WIF1 y DmWif. La flecha 
superior muestra los 6 tripletes extra 
que presenta Drosophila y la inferior 
muestra la presencia de un Asp en 
humano y una Arg en Drosophila en 
la posición 30. B) Disco del genotipo 
shf 2;hhGal4>UAS-WIF DEL-RD 
teñido frente a Ptc. C) Tinción para 





Interacción de Wif-1 con los HSPGs 
Como ya se ha mencionado anteriormente, los HSPGs de Drosophila Dally y Dally-like juegan un 
papel importante en las vías de señalización de Hh y Wg. Ambos glipicanos son necesarios para la 
distribución y recepción de los dos morfógenos (Mikels y Nusse, 2006; Jiang y Hui, 2008; Yan et al., 
2009). A la vista de estos datos se quiso estudiar si la interacción entre los factores Wif-1 y los glipicanos 
podría definir de alguna manera la especificidad por un determinado morfógeno. Para intentar responder 
a esta pregunta se emplearon las construcciones quiméricas, que además servirían para estudiar más a 
fondo una posible interacción. 
 
El glipicano Dally interacciona con DmWif y no con WIF1 
En primer lugar se estudió la posible interacción entre las proteína DmWif de Drosophila y el 
glipicano Dally. Para ello se sobreexpresó Dally en el disco de ala en el compartimento D mediante la 
línea apGal4. El resultado de este experimento revela que DmWif se acumula en mayor medida en el 
compartimento D, donde se está sobreexpresando DmWif, que en el compartimento V, que sirve como 
control endógeno (Fig. 48A,A’). A continuación se realizó el experimento contrario, es decir, analizar qué 
ocurría con DmWif cuando se disminuyen los niveles de Dally. En este caso se indujeron clones nulos 
para el glipicano en el disco de ala y se realizó una tinción frente a DmWif. Se puede observar 
claramente que dentro de los clones DmWif está claramente disminuido (Fig. 48B,B’). Estos datos indican 
que existe una interacción entre ambas proteínas. Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de que 
Dally y DmWif  interaccionan molecularmente (Bilioni et al., 2013). 
 
Figura 48. Interacción entre DmWif y Dally. A-
A’) Tinción para DmWif de un disco apGal4>UAS-
DallyGFP. En el compartimento D (marcado con 
GFP) donde se está sobreexpresando Dally se 
aprecia una mayor acumulación de DmWif (A’). B-
B’) Disco de ala con clones de falta de función de 
Dally (marcados por la ausencia de GFP). En el 
interior de los clones se aprecia una disminución 







A continuación se decidió estudiar qué ocurría con la expresión de Dally en el disco de ala cuando 






que permite visualizar los niveles endógenos de la proteína, se sobreexpresaron las distintas proteínas 
en el compartimento D mediante la línea apGal4. Al compar con la expresión wild type (Fig. 49A) no se 
observa ningún efecto sobre los niveles de Dally en ninguno de los casos (Fig. 49B-D). Esto indica que ni 
la proteína entera de humano, ni ninguno de los dominios de humano o Drosophila por separado estaría 
interaccionando con Dally. Para que se dé la interacción sería necesaria la proteína completa de 
Drosophila. Por tanto ambos dominios, WD y EGFs, podrían estar implicados en esta interacción. 
 
 
Figura 49. Interacción de Dally con WIF1 y las  distintas quimeras. A) Disco  mostrando el 
patrón de expresión wild type de Dally mediante la línea Dally Trap-YFP. B-D) apGal4>UAS-WIF1 
(B), UAS-NTDm-WDHs-EGFDm (C) o NTDm-WDDm-EGFHs (D). La sobreexpresión de la 
proteína humana o de las quimeras no tiene ningún efecto sobre el glipicano Dally.  
 
 
Aunque los resultados del experimento anterior muestran que ni WIF1 ni la quimera que contiene el 
WD humano interaccionan con Dally, posteriormente se obtuvo un dato que demostraba una posible 
interacción. Cuando sobre un fondo mutante para dally (dally 32) se sobreexpresa WIF1 o la quimera con 
el WD humano, se observa un ligero rescate de la señalización de Wg. Esto se puede apreciar en el 
disco tras la expresión de las construcciones en el compartimento D con la línea apGal4, donde se ve 
que pese a la sobreexpresión de WIF1 la diana Sens no se encuentra totalmente reprimida (Fig. 50A’’) 
como se veía sobre un fondo wild type (Fig. 41D). Además en este fondo se puede apreciar que la 
acumulación de Wg no es tan fuerte como la que producían estas construcciones en fondo wild type (Fig. 
50A’, comparar con Fig. 44B’). De manera adicional se puede constatar este rescate en el patrón del ala 
del adulto, donde se vio que el fenotipo Wg se alivia en fondo mutante dally 32 (Fig. 50B, comparar con 
Fig. 43C). Estos datos indican que al disminuir los niveles de Dally el efecto inhibitorio de WIF1 sobre Wg 














Figura 50. Dally se requiere para 
la acción de WIF1 sobre Wg. A-
A’’) dally 32; apGal4>UAS-NTDm-
WDHs-EGFDm-HA. En un fondo 
mutante para Dally, la 
sobreexpresión de la quimera con 
el WD humano provoca menor 






La interacción entre DmWif y Dlp está mediada por los EGFs 
Una vez estudiadas las interacciones con Dally, se pasó a analizar las posibles implicaciones de 
Dlp, el otro glipicano de Drosophila. En el disco de ala Dlp se sitúa fundamentalmente en la región 
basolateral del epitelio (Baeg et al., 2004). Sus niveles son altos en el compartimento A y más reducidos 
en el P, estando su expresión disminuida en el borde D/V (Fig. 51B). En la vía de Hh, Dlp actúa como 
correceptor (Desbordes y Sanson, 2003; Lum et al., 2003). Por otro lado se sabe que altos niveles de Dlp 
bloquean la señalización de Wg y bajas concentraciones la aumentan (Yan et al., 2009). En cuanto a su 
interacción con DmWif lo primero que se quiso comprobar fue qué efecto tenía en los niveles de DmWif al 
alterar los niveles de Dlp. Cuando se sobreexpresa un RNAi específico para Dlp en el disco de ala no se 


















Figura 51. La ausencia de Dlp no afecta a DmWif. A-A’’) Disco 
apGal4>UAS-DlpRNAi teñido para DmWif y Dlp. Dlp desaparece por 
completo en el compartimento D donde se está sobreexpresando el 
RNAi, demostrando una gran especificidad (A’). El patrón de DmWif 
no está afectado cuando se disminuyen los niveles de Dlp (A’’). B) 
Patrón de expresión wild type de Dlp. Se puede observar que los 
niveles de proteina son mayores en el compartimento A (izquierda) 
que en el P (derecha). Además se aprecia una fuerte desregulación 
en el borde D/V. 
Sens no está tan reprimida (A’’). Comparar con la 
sobreexpresión en fondo wild type (Fig. 41D). B) Ala adulta 
de Drosophila del mismo genotipo que el disco anterior 
(dally32; apGal4>UAS-NTDm-WDHs-EGFDm-HA). La  falta 







Por otro lado al sobreexpresar DmWif en el compartimento D, si que se aprecia un aumento en los 
niveles de Dlp (Fig. 52A’). Este aumento se produce a lo largo de todo el disco debido al efecto no 
autónomo de DmWif, pero queda patente cuando se lleva a cabo una cuantificación de los niveles de 
proteína comparándolos con los de discos wild type (Fig. 52a). Al realizar el mismo tipo de experimento 
con la proteína humana WIF1 no se observa ningún efecto sobre los niveles de Dlp (Fig. 52B’). 
Seguidamente se estudió el efecto de las quimeras y de manera muy interesante se obtuvo un resultado 
diferente para cada una de ellas. En el caso de la construcción con el WD de Drosophila y los EGF 
humanos no se vio ningún efecto (Fig. 52D’), sin embargo con la que esta constituída por el WD humano 
y los EGF de Drosophila se apreció una fuerte acumulación de Dlp (Fig. 52C’). Esto quiere decir que sólo 
cuando están presentes los EGF de Drosophila en la proteína WIF1 se produce acumulación de Dlp, lo 
que sugiere una interacción de DmWif y Dlp por este dominio. Esta hipótesis será analizada con detalle 
más adelante en la discusión. 
 
 
                                               
Figura 52. Interacción de 
DmWif y WIF1 con el glipicano 
Dlp. A-b) Discos apGal4>UAS-
DmWif (A) o UAS-WIF1 (B) 
teñidos para Dlp. La 
sobreexpresión de DmWif 
aumenta los niveles de expresión 
de Dlp (A’-a), mientras que la de 
WIF1 no tiene ningún efecto (B’-
b). C-d) Discos apGal4>UAS-
NTDm-WDHs-EGFDm (C) o 
UAS-NTDm-WDDm-EGFHs (D) 
teñidos para Dlp. La 
sobreexpresión de la quimera 
con el WD humano y los EGF de 
Drosophila produce una fuerte 
acumulación de Dlp (C’-c). Sin 
embargo la construcción con el 
WD de Drosophila y los EGF 
humanos no tiene ningún efecto 
sobre este glipicano. La señal del 
GFP marca el compartimento D 
donde se están sobreexpresando 
las distintas proteínas. En las 
gráficas la curva azul muestra la 
cuantificación de los niveles de 
Dlp medidos en la región 
marcada con un cuadro azul en 
cada disco. La curva roja 
muestra los niveles de Dlp en 
discos wild type. La 
cuantificación fue llevada a cabo 








En esta Tesis Doctoral se ha descrito que la capacidad de WIF1 de reprimir la vía de Wg depende 
de la presencia del glipicano Dally (Fig. 50). Usando el mismo abordaje experimental se quiso comprobar 
el efecto de la sobreexpresión de WIF1 o de la quimera con el WD humano y los EGF de Drosophila en 
un fondo mutante para Dlp. En este caso se observa también un rescate de la señalización de Wg. Al 
igual que en el caso anterior este rescate se observa tanto en la acumulación de Wg, que no es tan fuerte 
en la región de sobreexpresión como lo era en un fondo wild type (Fig. 53A’, comparar con Fig. 44B’), 
como en la activación de la diana Sens, que presenta niveles más altos de expresión que los obtenidos 
cuando los niveles de Dlp no están afectados (Fig. 53A’’, comparar con Fig. 41D ). Así mismo también se 
observa un rescate en el del fenotipo en ala adulta (Fig. 53B, comparar con Fig. 43C). 
 
Figura 53. Dlp se requiere para la 
acción de WIF1 sobre Wg. A-A’’) 
dlp 20; apGal4>UAS-NTDm-WDHs-
EGFDm-HA. En un fondo mutante 
para dlp, la sobreexpresión de la 
quimera con el WD humano provoca 
menor acumulación de Wg (A’) y la 
diana Sens no está tan reprimida 
(A’’). Comparar con la 
sobreexpresión en fondo wild type 
(Fig. 41D). B) Ala de Drosophila del 
mismo genotipo que el disco anterior 
(dlp 20; apGal4>UAS-NTDm-WDHs-
EGFDm-HA). La falta de Dlp alivia el 
fenotipo de falta de Wg (comparar 
con Fig. 41C). 
 
Como se ha comentado anteriormente en esta Tesis Doctoral, Dlp regula de manera bifásica la vía 
de Wg, ya que altos niveles de Dlp reducen la señalización y bajos niveles la aumentan (Yan et al., 
2009). Se quiso estudiar en más detalle de qué manera se podía dar la inhibición de Wg por parte de Dlp. 
Para ello se realizó una tinción frente a Wg tras la sobreexpresión de Dlp y se realizaron secciones 
transversales del epitelio disco de ala. Se puede observar que Dlp produce una fuerte acumulación de 
Wg, lo que conlleva a una inhibición de Sens (Fig. 54A’,A’’) (Baeg et al., 2001; Han y Lin, 2005). Además 
en las secciones se puede apreciar que Wg queda retenido fuertemente en la parte basolateral del 















Figura 54. Dlp retiene a Wg en la parte basolateral del epitelio. A-A’’) Disco del genotipo 
hhGal4>UAS-DlpGFP teñido para Wg y Sens. La sobreexpresión de Dlp produce una fuerte 
acumulación de Wg (A’), lo que da lugar a la represión de Sens (A’’). En una sección transversal del 
mismo disco de ala se puede observar que la acumulación de Wg tiene lugar en la región basal del 
epitelio del disco (a). La línea discontinua marca el borde entre los compartimentos P (derecha, donde 
hay sobreexpresión de Dlp) y A (izquierda, que sirve como control).  
 
 
Divergencia entre los dominios EGF de artrópodos y vertebrados 
Para intentar entender el distinto comportamiento de las proteínas híbridas que portan los EGF de 
Drosophila o los humanos, se decidió llevar a cabo un análisis de las secuencias de estos dominios en 
distintas especies de cordados y artrópodos. El resultado muestra como existe una gran conservación 
entre los EGF I, II, IV y V, que comparten una gran cantidad de posiciones conservadas dentro de su 
secuencia aminoacídica (las posiciones conservadas se encuentran recuadradas en la Fig. 55). Sin 
embargo en lo que respecta al EGF III se observa como las proteínas de cordados y artrópodos muestran 
fuertes divergencias perdiendo gran parte de esas posiciones conservadas (Fig. 55). 
Todos estos datos indican que los EGF confieren a DmWif la capacidad de interaccionar con 
glipicanos. Sin embargo esta interacción no depende exclusivamente de los EGF ya que se ha visto que 
cuando el WD deriva de Drosophila la interacción con Dally es más fuerte y cuando el WD deriva de 
humano se potencia la interacción con Dlp. Por tanto ambos, WD y EGF, son necesarios para una 




















   Figura 55. Alineamiento de dominios II, III y IV extraídos de secuencias de distintos factores 
Wif-1 de cordados y artrópodos. Los EGFIII de cordados (3C) no comparten posiciones 
conservadas con los EGFIII de artrópodos (3A), como sí lo hacen los EGF II y IV. Los aminoácidos 
en rojo muestran las posiciones conservadas en todos los EGF, mientras que los aminoácidos 




















Ihog y Boi interaccionan con Hh en las células productoras participando en el establecimiento del 
gradiente morfogenético 
Hasta ahora se pensaba que las proteínas transmembrana de la familia de las inmunoglobulinas 
Ihog y Boi (tanto en Drosophila como en el caso de sus ortólogos en vertebrados CDO y BOC) 
participaban en la vía de Hh exclusivamente como co-receptores del morfógeno, teniendo una función 
redundante en este proceso (Lum et al, 2003; Okada et al, 2006; Tenzen et al, 2006; Williams et al, 2010; 
Yan et al, 2010; Yao et al, 2006; Zhang et al, 2006; Zheng et al, 2010). En esta Tesis Doctoral ha 
quedado demostrado que estos dos factores cumplen una función esencial en el establecimiento del 
gradiente morfogenético de Hh en el disco imaginal de ala en las células productoras, 
independientemente de la que llevan a cabo en la recepción. 
Como se ha demostrado la distribución de estas proteínas en el disco de ala presenta diferencias 
notables. Si bien es cierto que ambas parecen tener un patrón de expresión uniforme, al analizarlo en 
detalle se observa una regulación en los bordes de compartimento A/P y D/V en el caso de Boi, estando 
disminuidos sus niveles en éstos. Lo que es mucho más llamativo es el hecho de que al realizar 
secciones transversales del disco se puede apreciar que Ihog está localizado en la parte más basal del 
epitelio mientras que la presencia de Boi es más evidente en la zona apical. Esta distinta localización 
subcelular podría indicar que posiblemente pudieran tener alguna función no redundante, lo que se 
discutirá más adelante. 
Por otro lado se vio que existía una regulación cruzada entre ambas proteínas. Al sobreexpresar 
Ihog en el disco de ala los niveles de Boi endógenos parecen disminuir notablemente. Este efecto se 
observa tanto en la parte basolateral del disco como en la parte apical, aunque parece ser más evidente 
en esta última. Que el efecto sea más marcado en apical tiene sentido sabiendo que los mayores niveles 
de Boi se encuentran en este plano del epitelio del disco. Por tanto parece haber una regulación negativa 
entre estas dos proteínas. Si como se ha descrito anteriormente alguna de las funciones de Ihog y Boi es 
redundante, tiene sentido que al haber muchos niveles de una de ellas la célula tenga mecanismos que 
regulen negativamente los niveles de la otra. Esto coincide con lo observado en embriones, donde los 
mutantes homocigóticos para boi presentan unos niveles proteicos de Ihog mayores que en el caso wild 
type (Zheng et al., 2010). Lo que no queda demostrado es a qué nivel se estaría dando esta regulación. 
Podría tratarse de una modulación a nivel transcripcional, inhibiendo la expresión del propio gen 
(directamente o a través de otros factores), o a nivel de proteína, favoreciéndose la degradación por parte 
de la maquinaria del proteasoma por ejemplo. Para ello serían necesarios análisis de tipo PCR 
cuantitativa, o estudios sobre su ubiquitinación. 
Un dato muy interesante que se pone de manifiesto al sobreexpresar tanto Ihog como Boi, es 
que, tras esto, ambas proteínas aparecen localizadas en estructuras filopodiales muy evidentes en la 





de estructuras, también denominadas citonemas, en diferentes vías de señalización (Ramirez-Weber y 
Kornberg, 1999; Cohen, 2003; De Joussineau et al., 2003; Roy et al., 2011). Se ha propuesto que los 
citonemas podrían ser vías de comunicación celular por las cuales se transportaran distintos morfógenos 
(Hsiung et al., 2005; Roy et al., 2011). En los últimos años se han encontrado elementos de distintas vías 
de señalización en estas estructuras (Affolter y Basler, 2011; Roy et al., 2011; Gradilla y Guerrero, 2013; 
Kornberg, 2013) y se ha propuesto que existen citonemas específicos para cada una de estas vías (Roy 
et al., 2011). Además también se ha descrito la presencia de proteínas de la vía de Hh como Disp 
(indispensable para la salida del morfógeno desde las células productoras) o del glipicano Dlp en estos 
filopodios (Callejo et al., 2011). A todo esto hay que añadir que el gradiente de Hh se establece por la 
parte basolateral del epitelio del disco (Callejo et al., 2011), y que es aquí donde se observan 
fundamentalmente los citonemas. Por tanto se podía relacionar la presencia de Ihog y Boi en estos 
filopodios con su posible función en la formación del gradiente morfogenético de Hh. Esta hipótesis se 
analizará más adelante en esta discusión. 
Zheng y colaboradores propusieron que Ihog y Boi no tenían ninguna función en el 
compartimento P del disco de ala, ya que al realizar clones mutantes dobles para estas proteínas en este 
compartimento la señalización no se veía afectada (Zheng et al., 2010). Sin embargo esta afirmación no 
tiene en cuenta el efecto no autónomo de Hh. Se ha demostrado que el desarrollo del ala no se ve 
afectado en discos con grandes clones mutantes para hh en el compartimento P (Chuang y Kornberg, 
2000). Este dato junto con el de que en clones mutantes para disp tampoco haya ningún efecto sobre la 
vía demuestran el gran efecto no autónomo de Hh (Burke et al., 1999). Esto significa que incluso 
“eliminando” Hh en gran proporción de células éste puede llevar a cabo sus funciones llegando desde 
células silvestres vecinas. Por tanto para saber si realmente Ihog y Boi tenían una función en las células 
productoras era necesario afectar su función en todo el compartimento P. 
Lo primero que se hizo para comprobar esta hipótesis fue estudiar el efecto que tenían estas 
proteínas directamente sobre el morfógeno en las células productoras. En el caso de bloquear la función 
de Ihog y Boi los niveles de Hh disminuyen fuertemente, siendo más marcado el efecto de la falta de Boi 
en la parte apical del epitelio. lo contrario ocurre tras la sobreexpresión de ambas por separado, que da 
lugar a una fuerte acumulación de Hh. Interesantemente esta acumulación se produce más en la zona 
apical del epitelio en el caso de Boi y más basalmente en el caso de Ihog, lo que coincide con su distinta 
localización subcelular. Este hecho indica que tanto Ihog como Boi son capaces de interaccionar con Hh 
en las células productoras, lo que significa que tienen una función distinta además de la descrita hasta 
ahora como co-receptores. Por otro lado parece ser que la interacción de Hh con cada una de estas 
proteínas se da en distintos planos del epitelio, lo que podría implicar una distinta función de Ihog y Boi 






Para estudiar más a fondo el papel de Ihog y Boi en las células productoras de Hh, se decidió 
analizar el efecto que su falta o su sobreexpresión podría tener en la señalización. Si se tienen en cuenta 
los datos mencionados anteriormente sobre la retención de Hh en el compartimento P por parte de estas 
proteínas, cabría esperar que su sobreexpresión tuviera un efecto restrictivo sobre la señalización. 
Efectivamente, esto ocurre así y tras la sobreexpresión de Ihog o de Boi se puede observar una 
disminución de la expresión de las dianas de la vía de Hh. Este dato se ve reforzado por el hecho de que 
la disminución de los niveles de estas proteínas (mediante el uso de RNAis específicos) da lugar al efecto 
contrario, es decir, a una mayor extensión de la expresión de las dianas de la vía que la que tiene lugar 
en condiciones wild type. En este caso la acción de Ihog y Boi sobre Hh es redundante por lo que es 
necesario eliminar la función de ambas proteínas para observar algún efecto. 
Con estos resultados se puede concluir que en las células productoras de Hh, Ihog y Boi son 
capaces de retener al morfógeno limitando su capacidad para llegar a las células receptoras. En 
condiciones wild type estas proteínas de membrana estarían actuando como reguladores de los niveles 
de Hh en las células productoras para que el gradiente morfogenético se pueda establecer correctamente. 
Su falta hace que Hh “viaje” libremente y de manera no controlada hacia las células del compartimento A 
del disco extendiéndose así la señalización. 
 
Un fino equilibrio entre  Ihog, Boi, DmWif y Dally regula la formación del gradiente de Hh en el 
disco de ala de Drosophila 
Uno de los elementos fundamentales dentro de la vía de señalización de Hh en Drosophila es 
DmWif. Se ha demostrado que su falta inhibe completamente la formación del gradiente de Hh (Glise et 
al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005). Pese a su gran importancia, su función dentro de la vía no había sido 
estudiada en detalle. Lo que se ha demostrado en esta Tesis es que DmWif tiene un efecto en la 
formación del gradiente opuesto al llevado a cabo por Ihog y Boi. Esta proteína de la MEC facilita la 
llegada de Hh a las células del compartimento A cuando es sobreexpresada en las células del 
compartimento P. Pero además de manera muy interesante se observa que su sobreexpresión es capaz 
de rescatar el efecto restrictivo que tenía sobre la formación del gradiente la sobreexpresión de Ihog y Boi. 
Sumado a esto, el glipicano Dally ejerce una función sobre el gradiente de Hh muy similar a la de Ihog y 
Boi obteniéndose resultados similares en la retención de Hh tras su sobreexpresión. Por tanto parece 
existir una compleja regulación a la hora del establecimiento del gradiente de Hh en las células 
productoras, requiriéndose la participación de diversas proteínas tanto de la membrana plasmática como 
de la MEC. Este hecho tiene sentido si se piensa en la importancia que tiene que un morfógeno, Hh en 
este caso, llegue en los adecuados niveles a la hora de la respuesta final en las células receptoras. Ha 





Hh se establezca de manera adecuada. Los mecanismos moleculares y celulares que darían lugar a este 
proceso no están del todo claros por lo que se requeriría un estudio más detallado.  
Cuando se sobreexpresa Ihog tanto en las células productoras como en las receptoras (usando 
la línea apGal4) en un fondo mutante para shf, se observa una fuerte acumulación de Hh en las células 
productoras. Sin embargo la señalización no se rescata. Lo lógico sería pensar que al haber altos niveles 
de Ihog en las receptoras se produciría una mayor acumulación de Hh en éstas, lo que conllevaría un 
aumento de la señalización (rescatándose así el efecto de tener un fondo mutante para shf). El que la 
señalización no se rescate se puede explicar porque DmWif sea necesario de alguna manera para el 
movimiento o la liberación de Hh de la membrana. Al no estar DmWif presente aunque los niveles de Hh 
sean muy altos en las células productoras éste no llegará a las receptoras por lo que la señalización no 
se verá afectada. El cómo DmWif llevaría a cabo esta función es algo que no está claro. En vertebrados, 
la proteína Scube2 promueve la liberación de Shh de la membrana de células productoras, por un 
mecanismo dependiente de la interacción de esta proteína con el colesterol de Shh (Creanga et al., 2012; 
Tukachinsky et al., 2012). Además se propone que esto favorecería la interacción ligando-receptor 
mediante la interacción de Scube2 con Ptc o posiblemente con Cdo y Boc (Tukachinsky et al., 2012). 
Podría ser que en Drosophila, DmWif actuara por un mecanismo similar a Scube2 en vertebrados 
promoviendo su movimiento debido a su alta capacidad de difusión. Al no existir un ortólogo de Scube2 
en Drosophila, esta función estaría mediada probablemente por la interacción de DmWif y Ihog que se da 
en la región basolateral de las células productoras. Alternativamente DmWif podría interaccionar con Disp 
para favorecer su liberación de la membrana como se ha demostrado en el caso de Scube2 (Tukachinsky 
et al., 2012). Para esclarecer estos interrogantes se requeriría un análisis más detallado de los 
mecanismos moleculares por los que DmWif podría actuar. 
Existen evidencias que demuestran la interacción, genética y molecular, entre todas estas 
proteínas. Se ha visto que la sobreexpresión tanto de Ihog como de Boi aumenta los niveles de DmWif en 
el disco, y que además estas proteínas interaccionan molecularmente (Bilioni et al., 2013). Por otro lado 
también se sabe que Dally y DmWif interaccionan tanto genética como bioquímicamente (Bilioni et al., 
2013). El que existan interacciones entre todos estos factores refuerza la hipótesis de que todos ellos 
estén implicados en la formación del gradiente de Hh.  
Si sumamos todos estos datos a la presencia de Ihog y Boi en estructuras filopodiales o 
citonemas se puede pensar que estas estructuras estén implicadas de alguna manera en la vía de 
señalización de Hh. Datos muy recientes de nuestro laboratorio apoyan fuertemente esta hipótesis. Se ha 
visto que el bloqueo de la formación de estas estructuras, mediante el uso de distintas herramientas 
genéticas, correlaciona con un bloqueo en la formación del gradiente (Bischoff et al., 2013). En el caso de 
Hh estas estructuras derivan del citoesqueleto de actina y es posible visualizarlas con marcadores 





actina o sobreexpresando proteínas que la activan, se observa una disminución o un aumento, 
respectivamente, en la formación de los citonemas. Lo más interesante es que estas variaciones en la 
longitud o en la organización de estos filopodios se corresponden con alteraciones en la formación del 
gradiente de Hh. Existe una correlación espacial y temporal entre la longitud de los citonemas y la 
extensión de la expresión de las dianas transcripcionales de la vía de Hh (Bischoff et al., 2013). También 
en el ovario de Drosophila se ha demostrado la presencia de citonemas asociados a la vía de Hh. En 
este caso estas estructuras son esenciales para el mantenimiento delas células “stem” del ovario (Rojas-
Rios et al., 2012). 
 
Dally y Boi promueven el reciclaje apical de Hh 
Existe una gran controversia sobre cuál es el destino de Hh una vez que llega por la vía 
secretora a la membrana plasmática de las células productoras. Parece ser que el Hh que se externaliza 
por la parte apical del epitelio, es reinternalizado (Ayers et al., 2010; Callejo et al., 2011), pero a partir de 
ahí se genera el debate. Algunos autores sostienen que el gradiente se forma por una combinación de 
los pools apical y basal de Hh: el apical activaría las dianas de bajos valores lejos de la fuente, mientras 
que el basal lo haría con las que responden a altos niveles cerca del borde A/P (Ayers et al., 2010). Sin 
embargo estudios recientes de nuestro laboratorio demuestran que ese Hh apical no es capaz de formar 
un gradiente, sino que es reinternalizado en las células productoras para posteriormente formar el 
gradiente por la parte basolateral del epitelio (Callejo et al., 2011). El hecho de que tanto Dally como Boi 
sean capaces de retener Hh en la parte apical del disco hace pensar que estas dos proteínas pudieran 
tener alguna función en su reciclaje. Un dato que apoya esta hipótesis es que la sobreexpresión de Dally 
no sólo provoca una acumulación apical de Hh sino que simultáneamente sus niveles basolaterales 
disminuyen. Boi ya ha sido implicado en la retención apical de Hh en otros procesos. Se ha visto que en 
las FSC (Folicullar Stem Cells) del ovario la presencia de Boi en las células situadas más apicalmente en 
el germario previene la proliferación de las células “stem” foliculares debido al secuestro de Hh (Hartman 
et al., 2010).  
La función de Dally en la retención apical de Hh también había sido previamente observada por 
Ayers y colaboradores. Estos autores vieron que al sobreexpresar la hidrolasa Notum, que cortaría el 
anclaje GPI de Dally a la membrana, permitiría su liberación junto con Hh apicalmente; activando la vía 
por todo el compartimento A desde la membrana apical (Ayers et al., 2010; Ayers et al., 2012). Sin 
embargo mutantes para notum muestran un fenotipo típico de falta de Wg pero no de falta de Hh 
(Giraldez et al., 2002), como cabría esperar si Notum participara en condiciones normales en la vía de Hh. 
El hecho de que Notum actúe sobre Dally puede deberse más a un artefacto dado por la sobreexpresión 
(esta hidrolasa podría estar cortando el GPI de Dally inespecíficamente), que a su función en condiciones 





forma mutante de Dally, DallySec, que carece del anclaje GPI a membrana por lo que es capaz de 
difundir libremente por el disco. Nuestra hipótesis es que DallySec arrastraría por todo el disco el Hh que 
se externaliza en la parte apical del compartimento P. Esta señalización apical se demostraría utilizando 
un mutante que congele el cargo que se esta internalizando allí donde este proceso tiene lugar. 
El gen shibire, codifica para la Dinamina, proteína implicada en la escisión de vesículas 
endocíticas de la membrana plasmática (Van der Bliek, 1999). En un fondo mutante para este gen las 
vesículas endocíticas quedarán retenidas y podremos observar por dónde se está internalizando un 
determinado cargo. En el caso de Hh se observa una acumulación en la parte apical de las células 
productoras y de las células receptoras que se encuentran justo en el borde A/P. Por otro lado en la 
región basolateral del epitelio se observa una fuerte acumulación de Hh a lo largo de entre 5 y 10 
diámetros celulares a lo largo de las células receptoras, lo que se corresponde con la extensión del 
gradiente (Callejo et al., 2011). Si realizamos el mismo experimento pero ahora sobreexpresando 
DallySec observamos que el Hh apical se extiende a lo largo del compartimento A, mientras que la 
retención disminuye en la parte basolateral. Además se produce también una restricción de la extensión 
del gradiente. Estos resultados sugieren que en condiciones normales Dally permite la reinternalización 
de Hh desde apical para que el gradiente se forme por basolateral. Al no estar anclada a membrana la 
forma DallySec, Hh viaja junto con ésta a través del compartimento A. Este aumento de la extensión de 
Hh en apical da lugar a una extensión del gradiente si éste se formara en ese plano del epitelio. Esto 
conlleva a que el gradiente basolateral no se forme adecuadamente debido posiblemente al no correcto 
reciclaje de Hh. Similarmente, si se fuerza la salida de Hh por la membrana apical, como es el caso de la 
sobreexpresión de Hh sin la modificación por colesterol, éste es capaz de señalizar a todo el 
compartimento A a través de esta parte del epitelio (Callejo et al., 2006). Esto también conlleva a una 
disminución de este Hh no modificado por lípidos en la parte basolateral del epitelio (Callejo et al., 2006; 
Callejo et al., 2011). 
La interacción entre Hh, Boi y Dally en la parte apical del disco queda demostrada cuando al 
sobreexpresar Boi se puede apreciar una fuerte acumulación de Dally y Hh en este plano. De manera 
muy interesante también se observó una interacción entre Hh, Ihog y Dally, pero en este caso en un 
plano más lateral, lo que descartaría que Ihog estuviera implicado en el reciclaje apical. Cuando usando 
un abordaje similar al anterior sobreexpresamos una forma dominante negativa de la Dinamina (ShiDN) 
detectamos una fuerte acumulación de Dally y de Boi en apical, lo que no ocurre en el caso de Ihog. Este 
hecho apoya todos los datos anteriores e indica que muy probablemente la retención apical de Hh por 
parte de Dally y Boi impide que Hh viaje libremente hacia las células receptoras y permite la 
reinternalización del morfógeno para su posterior salida por basolateral.  
Aunque como se ha visto en esta Tesis Doctoral la función de Ihog, Boi y Dally en las células 





expresan en las células receptoras. En estas células la sobreexpresión de estas proteínas da lugar a una 
extensión del gradiente, mientras que su falta produce el efecto contrario (Bilioni et al., 2013).  Esto 
apoya la hipótesis de que su función es retener Hh en la membrana. Al haber en este caso más Hh en las 
células receptoras (en el caso de la sobreexpresión) la señalización estará aumentada. Este dato refleja 
que la función de estas proteínas sobre la retención de Hh es independiente de si están en el 
compartimento A o en el P. De manera muy interesante todas estas proteínas se localizan en citonemas 
que emanan desde las células receptoras, lo que sugiere que estas estructuras se requieren para 
“capturar” Hh tanto en el compartimento P como en el A (Bilioni et al., 2013). 
 
 
Figura 56. Modelo que esquematiza las interacciones de Hh con Ihog, Boi, Dally y DmWif en las células 
productoras. A) Una vez procesado, Hh es liberado por la región apical de la célula donde Dally y Boi lo retienen 
evitando su dispersión. B) La retención por parte de Dally y Boi favorece la internalización de Hh, que viaja hacia la 
parte basolateral de la célula. Tras su secreción (en la que interviene Disp que se encuentra localizado en las 
membranas basolaterales) Ihog promueve su retención en la membrana. C) La proteína de la MEC DmWif 
contrarresta el efecto de Ihog favoreciendo la movilidad de Hh hacia las células receptoras. Las interacciones de 
Hh con todas estas proteínas en las células receptoras permiten que el gradiente morfogenético se establezca de 
manera precisa. 
 
A partir de todos estos resultados se puede establecer un modelo de cómo las distintas proteínas 
estudiadas en esta Tesis participan en la formación del gradiente. Tendríamos que Hh una vez sufrido su 
procesamiento autocatalítico y sus modificaciones lipídicas es secretado por la parte apical del epitelio 
(Fig. 56A). Una vez allí la interacción con Boi y Dally lo retiene impidiendo que difunda por la MEC (Fig. 
56A). Esta retención promueve la internalización del morfógeno (en un mecanismo dependiente de 
Dinamina) que viaja hacia la parte basolateral del epitelio (Fig. 56B). Aquí, las interacciones entre Ihog y 
DmWif dan lugar a un equilibrio que permite que los niveles de Hh sean los adecuados y que el gradiente 
se forme de manera correcta (Fig. 56C).  
 
La interacciones de Ihog con el citoesqueleto de actina regulan la formación de citonemas 
 A lo largo de esta Tesis Doctoral se ha mostrado que la sobreexpresión de Ihog es capaz de 





estabilización de citonemas por parte de Ihog se ha demostrado también en los histoblastos del abdomen 
de Drosophila (Bischoff et al., 2013). Para estudiar con más detalle qué dominios podrían estar 
implicados específicamente en esta función se realizó un análisis de diferentes mutantes. El primer hecho 
a destacar fue que tras la sobreexpresión de una forma de Ihog que carece de los dos dominios FN no se 
observan citonemas. Esto sugiere que los dominios FN son esenciales para la la localización de Ihog en  
filopodios o para la formación de los mismos. De manera interesante, tras la sobreexpresión de una 
forma mutante que carece del dominio C-terminal (en la que los dominios FN están presentes) se 
observa la localización de la proteína en citonemas, mientras que el mutante formado exclusivamente por 
este dominio C-terminal (que no contiene dominios FN) no lo hace. Todos estos datos apoyarían la 
hipótesis de que los dominios FN en Ihog son necesarios para que se localice la proteína en los 
citonemas o para que se formen y/o estabilicen. A continuación se pasó a estudiar si ambos dominios FN 
eran necesarios para esta función. Para ello se empleó en primer lugar una forma mutante de Ihog que 
bloqueaba la función del FN2 (Zheng et al., 2010). Los resultados muestran que pese a ser el dominio 
FN2 inactivo Ihog sigue observándose en citonemas, lo que sugiere que el FN1 es importante para la 
localización de Ihog en estas estructuras o para su formación. Esto queda demostrado cuando se 
sobreexpresa un mutante de Ihog que presenta delecionado el domino FN1 (IhogΔFN1). En este caso se 
aprecia que los citonemas no se forman correctamente, siendo mucho más cortos que en el caso de la 
sobreexpresión de Ihog wild type. Además el número de filopodios que se observan es notablemente 
menor. Con estos datos se puede concluir que el dominio FN1 de Ihog es posiblemente necesario y 
posiblemente suficiente para la formación de los citonemas. 
La relación entre el dominio FN tipo III (los que presenta Ihog) e integrinas ha sido ampliamente 
descrita en la literatura (Ruoslahti y Pierschbacher, 1987; Hynes, 1992; Loftus et al., 1994). Se sabe que 
las integrinas pueden regular el citoesqueleto de actina a través de otras proteínas como la Talina (Rhea 
en Drosophila). Podría ser que la forma en que Ihog promueva la estabilización de los citonemas sea 
mediante su interacción con integrinas a través de su domino FN1. Para analizar esta hipótesis sería 
necesario el estudio detallado de las posibles interacciones de Ihog con integrinas y con otros elementos 
relacionadas con éstas. Por otro lado, el dominio FN1 es el que determina la interacción con Hh. Nos 
preguntamos si podría haber alguna relación entre la interacción con el morfógeno y la formación de 
citonemas. Se sabe que Hh es capaz de regular el citoesqueleto de actina a través de su vía no canónica, 
mediante la activación de GTPasas de la familia Rho como RhoA y Rac1 y que éstas están implicadas en 
la formación de filopodios (Chinchilla et al., 2010; Renault et al., 2010; Polizio et al., 2011). La no 
interacción de Ihog con Hh conllevaría a la no activación de la vía no canónica, lo que impediría la 
formación de citonemas. Esto a su vez daría lugar a la no activación de la vía canónica. Se trataría por 





Un resultado que parece muy interesante es que la forma de la proteína que carece del dominio 
C-terminal (que se encuentra en la parte citoplasmática de la proteína) no sólo sigue dando lugar tras su 
sobreexpresión a filopodios, sino que estos son más largos que en el caso del wild type y aparecen en 
mayor cantidad. Además, con este mutante se aprecia una extensión de la señalización de Hh (datos no 
mostrados), lo que coincide con la correlación demostrada entre la longitud de los citonemas y la 
extensión del gradiente de Hh (Bischoff et al., 2013). Una posible explicación podría ser que el C-terminal 
regule la estabilización y dinámica de citonemas a través de la interacción con proteínas relacionadas 
con el citoesqueleto de actina. La pérdida de éste llevaría a la no regulación y por tanto estas estructuras 
estarían descontroladas pudiendo ser más largas. Se ha observado que en vertebrados, CDO 
interacciona a través de su dominio intracelular con Cdc42 (Kang et al., 2008) y que este último regula la 
dinámica de formación de filopodios, lo que coincide con la hipótesis planteada. 
Se puede sugerir que la interacción del dominio FN1 con las integrinas de la MEC y/o con otras 
proteínas de adhesión sería esencial para la formación de los citonemas, por lo que su ausencia daría 
lugar a la no correcta formación de las mismas. Por otra parte, el dominio C-terminal regularía la 
dinámica de estos filopodios, por lo que sin él, los citonemas se formarían pero de manera no controlada. 
Por tanto la relación de Ihog con el citoesqueleto de actina parece por tanto crucial para la formación y 
estabilización de los citonemas, así como para su dinámica. Hará falta un análisis mucho más detallado 
de estas interacciones para determinar la función de Ihog en la regulación del citoesqueleto de actina, 
pero parece claro que esta proteína juega un papel muy importante también en este aspecto. 
La maquinaria implicada en el establecimiento del gradiente morfogenético de Hh es más 
compleja de lo que se podría pensar en un principio. En ella participan no sólo proteínas de membrana y 
de la MEC sino también estructuras celulares muy especializadas como los citonemas. Las interacciones 
entre todas ellas dan lugar a una estrecha regulación que permite que los niveles de Hh que reciben las 
células sean los adecuados. Esto es de vital importancia para que el morfógeno cumpla su función como 
molécula señalizadora.  
 
El dominio WIF de los factores Wif-1 es el responsable de la especificidad por Hh o por Wnt 
 La principal conclusión tras analizar la funcionalidad de los distintos dominios de las proteínas 
Wif-1 de Drosophila y humana es que el dominio WIF (WD) es el que les confiere la especificidad para 
interaccionar con Hh o con Wnt/Wg respectivamente. Como se ha visto, tras el análisis con las distintas 
quimeras, sólo cuando el WD de Drosophila está presente se observa un efecto sobre la vía de Hh. Por 
otro lado sólo cuando tenemos el WD humano hay efecto sobre la vía de Wnt/Wg, independientemente 
de los dominios EGF. En el caso de la proteína humana (WIF1) estudios realizados en los últimos años 





los EGF parecen tener también cierta importancia en este aspecto: El WD de WIF1 es capaz de bloquear 
la vía de Wnt/Wg pero no tan eficientemente como lo hace la proteína entera (Hsieh et al., 1999; 
Malinauskas et al., 2011).  
 Al comparar las secuencias de los WD de los distintos factores Wif-1 se aprecia que dentro de 
cordados la mayor distancia evolutiva se da entre la proteína humana y la de pez zebra. Se podría decir 
por tanto que, dentro de vertebrados, el WD de pez zebra es el que mayor grado de conservación guarda 
con respecto a artrópodos (y por ello con Drosophila). Resultados recientes del grupo de Seth Blair 
muestran que una proteína quimérica que contiene el WD de pez zebra y los EGF de Drosophila 
(WDfishEGFfly), es capaz no sólo de bloquear la vía de Wnt/Wg sino también de interaccionar con Hh 
(Avanesov et al., 2012). El que el WD de pez zebra sea capaz de reconocer también a Hh en Drosophila 
coincide con la menor divergencia evolutiva de este dominio entre ambas especies. Posiblemente se 
trate de un paso intermedio entre las proteínas humana y de mosca que no ha perdido la capacidad de 
unir Hh pero además ha ganado la de interaccionar con Wnt/Wg. 
La principal diferencia a nivel de secuencia entre el WD de las proteínas DmWif y WIF1 es la 
presencia en la proteína de Drosophila de un bucle de 6 aminoácidos que no aparece en la humana. 
Además, todas las proteínas que unen Wnt conservan un triplete de aminoácidos ácidos adyacente al 
sitio de unión del palmítico, que en el caso de DmWif presenta una sustitución de un aminoácido ácido 
por uno básico. Parece lógico pensar que el reconocimiento diferencial de Hh o de Wnt/Wg pudiera 
deberse a esas diferencias en la secuencia que se han analizado. Sin embargo cuando se generó un 
mutante de DmWif que mimetizaba esos cambios de tal manera que el WD de Drosophila se asemejara 
al de humanos se vio que esto no era así. Cabría esperar que este mutante perdiera la capacidad de 
interaccionar con Hh, pero sin embargo éste seguía siendo capaz de rescatar el fenotipo shf en el disco 
de ala y además no bloquea la vía de Wg. Por tanto pese a que se ha demostrado que es el WD el 
responsable de especificar la interacción o bien con Hh o bien con Wnt/Wg, no queda claro cuáles son 
las diferencias en ese dominio que dan lugar a esa divergencia. Para ello serían necesarios análisis que 
permitieran la comparación directa entre la estructura tridimensional de las proteínas DmWif y WIF1. 
Debido a que los cambios en la secuencia entre ambas proteínas no parecen cruciales para determinar la 
interacción con uno u otro morfógeno, es posible también que sea la relación entre el WD y los EGF lo 
que dé lugar a esta especificidad.  
Al analizar las propiedades difusibles tanto de DmWif como de WIF1 cuando se sobreexpresan 
en el disco de ala se observó que la primera era mucho más difusible. Estudiando el comportamiento de 
las quimeras quedó demostrado que el WD proporciona estas características, ya que éstas se comportan 
de manera similar a la proteína de la que deriva este dominio. Es además posible que la distinta 
movilidad de estas proteínas esté relacionada por tanto con su especificidad por un morfógeno u otro. Sin 





EGF. Si se compara la expresión de DmWif y de la quimera con el WD de Drosophila y los EGF humanos 
se puede observar que esta última difunde mucho más por el disco. En este caso el WD es el mismo en 
ambas proteínas, luego podría ser que las interacciones de los EGF con los glipicanos estén 
determinando también las propiedades difusibles de DmWif. Como se ha demostrado en esta Tesis los 
EGF de DmWif parecen interaccionar con Dlp, pero no así los EGF humanos. Podría ser que la pérdida 
de esta interacción fuera crucial para controlar la difusión de la proteína. La relación de DmWif y WIF1 
con los glipicanos será analizada más adelante en esta discusión. 
La familia de proteínas SFRP (secreted frizzled-related protein) actúan como moduladores de 
Wnt en la MEC, uniéndose directamente al morfógeno (Uren et al., 2000). Se ha visto que la 
sobreexpresión de la proteína de ratón SFRP1 en el disco de ala produce alteraciones muy similares en 
el gradiente de Wg a las que se observan al sobreexpresar WIF1 (Esteve et al., 2011). Esto apoya la 
hipótesis de que WIF1 interaccione con Wnt/Wg para regular su actividad. 
Se ha propuesto que en el primordio de ala en el disco imaginal de ala, Wg es secretado por la 
parte apical de las células productoras para luego llegar a la parte basolateral, con la ayuda de Dlp, en un 
proceso dependiente de Dinamina (Gallet et al., 2008). En concordancia con estos datos, en esta Tesis 
se ha observado que la sobreexpresión de Dlp provoca una fuerte acumulación de Wg en la parte 
basolateral del epitelio. Curiosamente, niveles ectópicos de la proteína humana WIF1 dan lugar también 
a una marcada  acumulación de Wg en esa parte del epitelio. Al emplear una forma mutante de la 
Dinamina, que actúa como dominante negativa, se aprecia que Wg queda retenido en la parte basolateral 
del epitelio, inhibiéndose la formación de vesículas endocíticas. Esto sugiere que de manera normal el 
morfógeno estaría siendo internalizado por la región basolateral del epitelio en las células receptoras. El 
hecho de que la sobreexpresión de la proteína humana WIF1 dé lugar a una acumulación de Wg en 
basolateral, indica que probablemente el mecanismo por el que esta proteína esté afectando su función 
sea mediante el bloqueo de su internalización en las células receptoras.   
Tanto el dominio WIF como los EGF interaccionan con los glipicanos 
DmWif está estabilizado en la MEC por glipicanos (Glise et al., 2005; Avanesov et al., 2012); 
(Sanchez-Hernandez et al., 2012). En esta Tesis Doctoral se ha demostrado que altos niveles de Dally 
promueven esta estabilización, mientras que bajos niveles tienen el efecto contrario. Por otro lado la 
sobreexpresión, tanto de WIF1 como de las distintas quimeras, no tiene ningún efecto sobre el patrón de 
expresión de Dally, lo que indicaría que la proteína humana no interacciona con este glipicano. Sin 
embargo cuando sobre un fondo mutante para dally se sobreexpresó WIF1 o la quimera con el WD 
humano y los EGF de Drosophila se observó que el efecto de éstas sobre la vía de Wnt/Wg se rescata 
parcialmente (tanto la señalización como el fenotipo en ala adulta). Esto quiere decir que Dally es 





estos datos coinciden con los resultados obtenidos por el grupo de Seth Blair en los que observan una 
interacción entre Dally y las proteínas Wif-1 de pez zebra y la quimera WDfishEGFfly (Avanesov et al., 
2012). 
En el caso de Dlp se demostró que tanto DmWif como la proteína quimérica NTDm-WDHs-
EGFDm interaccionan con este glipicano. Por tanto parece que dicha interacción vendría mediada por el 
EGF de la proteína de Drosophila. Además ni la proteína humana ni la quimera que porta el WD de 
Drosophila y los EGF humanos parecen tener un efecto sobre la acumulación de Dlp por lo que en un 
principio se pensó que no existía ningún tipo de interacción entre WIF1 y Dlp. Pero al realizar 
experimentos del mismo tipo que los llevados a cabo para Dally, es decir, sobreexpresar WIF1 o la 
quimera con el WD humano y los EGF de Drosophila en un fondo mutante para dlp, se observó que se 
aliviaban los efectos de estas proteínas sobre la represión de la vía de Wnt/Wg. Por tanto, al igual que en 
el caso de Dally podemos afirmar que ciertos niveles de Dlp son necesarios para la correcta función de 
WIF1 sobre Wnt/Wg. Este dato también ha sido observado en el caso de pez zebra (Avanesov et al., 
2012). La acumulación de Dlp por parte de la proteína con el WD humano y los EGF de Drosophila es 
mayor que en el caso de DmWif lo que podría indicar que el WD humano tenga algún efecto sobre la 
capacidad de los EGF de reconocer a Dlp. 
 
Figura 57. Esquema que 
representa las interacciones 
de los distintos dominios de 
las proteínas Wif-1 con Hh, 
Wnt y los glipicanos. La 
discriminación entre un 
morfógeno u otro vendría dada 
por el WD, mientras que los 
EGF estarían implicados en la 
interacción con los glipicanos 
Dally y Dlp. Pese a ello se 
propone que las relaciones 
entre WD y los EGFs son 
cruciales tanto para el 
reconocimiento del morfógeno 




Si se recuerda el efecto que tenían WIF1 y NTDm-WDHs-EGFDm sobre la señalización de 
Wnt/Wg, se puede apreciar que éste era diferente en ambos casos. La proteína humana producía una 
inhibición de la expresión de Sens, que responde a altos niveles de Wg. Por otro lado provocaba una 
extensión de la expresión de dianas de bajos valores como Vg y Dll. Esto se puede explicar en base a 
que WIF1 inhibe la internalización del morfógeno de tal manera que no hay suficiente cantidad para 





más alejadas a la fuente debido a que Wg llega más lejos al no ser internalizado. En el caso de la 
quimera con el WD humano y los EGF de Drosophila su sobreexpresión inhibía la expresión tanto de 
Sens, como de Vg y Dll. Esto quiere decir que el efecto sobre la retención del morfógeno Wg es mucho 
mayor ya que no son capaces de activar tampoco las dianas que responden a bajas concentraciones. 
Esto puede deberse a que se esté dando un doble efecto sobre Wg. Así la retención de Wg propia del 
WD humano, aumentaría su efecto con la presencia de los EGF de Drosophila. Como se ha demostrado 
anteriormente, el EGF de Drosophila interacciona fuertemente con Dlp promoviendo su acumulación. 
Además se sabe que Dlp tiene un efecto bifásico sobre la vía de Wnt/Wg: bajos niveles la activan 
mientras que altos niveles la bloquean (Yan et al., 2009). Por tanto al tener una acumulación de Dlp ésta 
actuaría bloqueando Wg en un efecto aditivo al ejercido por el WD. Esto encaja además con el hecho de 
que la retención de Wg por parte de Dlp se dé por la parte basal del epitelio del disco, al igual que 
veíamos para el caso de WIF1. 
Como conclusión general sobre la relación entre los glipicanos y los EGF se puede decir que 
éstos confieren a DmWif la capacidad de interaccionar con Dally cuando el WD proviene de Drosophila, y 
de hacerlo con Dlp cuando el WD procede de humano. Esto quiere decir que aunque los EGFs parecen 
ser los dominios por los que DmWif y WIF1 interaccionen con los glipicanos, el WD, también jugaría un 
papel importante. Al igual que ocurría en el caso de la interacción con el morfógeno la relación entre WD 
y EGFs es crucial para la correcta interacción. 
Se ha propuesto que los dominios EGF adoptarían una estructura conformacional relativa al WD 
esencial para la correcta interacción con el morfógeno (Malinauskas et al, 2011). En Drosophila, los 
mutantes de shf, shf 2 y shf EY (Glise et al., 2005; Gorfinkiel et al., 2005), presentan mutaciones 
puntuales en ciertos residuos conservados del EGFIII. De manera muy interesante estos mutantes han 
perdido la capacidad de interaccionar con Hh (Glise et al., 2005). Posiblemente estas formas anómalas 
no puedan adoptar la estructura correcta con respecto al WD lo que conlleva a la pérdida de interacción 
con el morfógeno. Esto apoya la hipótesis de que aunque el WD es el responsable de unir el morfógeno, 
los dominios EGF son también cruciales para la correcta interacción.  
 El análisis filogenético de los dominios EGF muestra un gran grado de conservación entre las 
repeticiones I, II, IV y V, entre cordados y artrópodos, pero sin embargo una fuerte divergencia en el caso 
del EGFIII. Como se ha visto en el apartado de resultados la quimera con el WD humano y los EGF de 
Drosophila (NTHs-WDHs-EGFDm) es capaz de bloquear Wg en el disco de ala, incluso de manera más 
eficaz que la proteína humana entera. Esto apoya la hipótesis de que es el WD el responsable de la 
discriminación entre Hh y Wnt/Wg. Sin embargo ni el WD ni los EGF de Drosophila son capaces por si 
solos de rescatar el fenotipo shf (Glise et al., 2005; Avanesov et al., 2012), lo que sugiere que es 





El factor WIF1 ha sido relacionado con el cáncer. Los niveles de esta proteína se encuentra 
disminuido en distintos tipos de cáncer en humano (Mazieres et al., 2004; Kansara et al., 2009). Además 
se ha visto que en ratones knockout para este gen se acelera el desarrollo de osteosarcomas in vivo 
(Kansara et al., 2009). De manera muy interesante la sobreexpresión de WIF1 inhibe el crecimiento en 
células de cáncer de pulmón y de vejiga (Lin et al., 2006; Tang et al., 2009). El silenciamiento de WIF1 
podría aumentar la dispersión de Wnt, lo que conllevaría a una señalización ectópica que sería lo que 
daría lugar a la proliferación de células tumorales. Los resultados presentados en esta Tesis Dcotoral 
podrían ayudar a comprender cómo se regula el gradiente de Wnt y por tanto podrían ser importantes 
para entender los mecanismos que bloquean la recepción del morfógeno, lo que podría ser de gran 










1. Ihog, Boi y Dally interaccionan con Hh en las células productoras del compartimento P del disco 
imaginal de ala restringiendo la señalización en el compartimento A 
2. DmWif/Shf promueve la llegada de Hh desde las células productoras hasta las células receptoras 
extendiendo la señalización 
3. Las interacciones de Hh con Ihog, Boi, Dally y DmWif dan lugar a un equilibrio esencial para la 
correcta formación del gradiente morfogenético y por tanto para la posterior señalización 
4. Dally y Boi retienen Hh fundamentalmente en la parte apical de las células productoras, 
promoviendo su internalización para su posterior salida por la región basolateral, por donde se 
forma el gradiente morfogenético 
5. Las relaciones de Ihog, posiblemente mediante los dominios FN y su domino citoplasmático, con 
el citoesqueleto de actina son esenciales para la formación y dinámica de los citonemas 
6. El dominio WIF confiere distintas propiedades difusibles a los factores Wif-1 humano y de 
Drosophila 
7. La especificidad de DmWif y WIF1 por Hh o Wnt/Wg respectivamente viene determina por el 
dominio WIF 
8. WIF1 inhibe a Wnt/Wg a través del bloqueo de su internalización en la región basolateral del 
epitelio 
9. Los dominios EGF interaccionan con los glipicanos de la MEC Dally y Dlp 
10. Es necesario un sinergismo entre el WD y los dominios EGF para la interacción tanto con los 
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